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Unaczynienie grasicy u niektórych płazów ogoniastych. 
The Blood Vessels of the Thymus Gland in some of the 
Urodela. 


Mémoire 
de M. #. SZARSKI, 
présenté le 3 Octobre 1938 par M. H. Hoyer m. t. 


Introduction 


Leydig was the first to describe the localisation of the thymus 
gland in several urodeles (1853). Later his results were confirmed 
and generalised by Maurer (1888), B 018 u (1899), Dustin (1911), 
Baldwin (1918), Francis (1930) and Klose (1932). 

The distribution of the blood vessels in the thymus gland of 
urodeles is mentioned only in the paper of Dustin. This author 
in the description of the thymus of axolotl, underlines that the 
gland is surrounded by a layer of connective tissue, in which a net 
of blood vessels is spread. The arteries and veins are connected 
with this net. In the centre of the organ the capillaries are only 
rarely found, and are very narrow. Dustin does not mention from 
whieh vessels the thymie arteries and veins derive. Francis 
describes the main vessels of the thymus of the salamander, and 
Klose mentions the thymic veins of the olm (Proteus). 

The blood vessels of the thymus in other vertebrate groups 
are also known only superficially, except in mammals where they 
have been closely examined (Hammar), and in the anurans where 
it was found (Szarski) that the capillary blood vessels are evenly 
distributed in the cortex and in the medulla of the gland, and are 
not influenced by other morphological components of the organ. 
The thymic arteries which in Salientia usually derive from .the 
anastomosis between A. cutanea magna and A. temporalis, enter 
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the centre of the gland, while the veins which open into one of 
the jugulars, in the majority of the investigated species, are spread 
on the thymus surface. 

In the present work the following species of amphibians have 
been investigated: Ambystoma mexicanum (8 sections of unmetamor- 
phosed and 2 of metamorphosed animals), Salamandra salamandra 
(8 sections), Triturus cristatus (11 sections), Triturus alpestris (6 sec- 
tions), and Triturus vulgaris (11 sections). The blood vessels of the 
investigated animals were injected. with prussian blue, and then 
the specimens fixed in toto in formalin were dissected under 
a binocular microscope. Thymuses were cut into series of sections 
of variable thickness. 


The larger blood vessels of the thymus 


Ambystoma mexicanum Cope. According to the descrip- 
tion of Baldwin the thymuses in the axolotls and in metamorphosed 
animals lie under the skin, in front and in the immediate vicinity 
of the muscles which move the gill arches (Mm. levatores arcuum 
branchialium Bütschli). Usually three thymuses are situated on 
each side of the body. The first is found in the connective tissue 
between Mm. levatores a. branch. and the muscles of the neck, the 
second and the third between the gill muscles, sometimes covered, 
sometimes immediately under the skin. In two cases (on 10) the 
mid thymus was divided into two distinct parts, thus on one side 
of the body four thymuses were found. The shape of the glands 
is very variable, and can be spherical, oblong, flattened, etc. (see 
Fig. 1). 

In unmetamorphosed specimens thymic arteries run from a vessel 
which forms branches to the gill muscles and derives from the 
dorsal aorta (Fig. 2 Ao), between the opening of the first and 
second of the gill arches. Usually several arteries run to each 
thymus. The blood from the glands flows to V. cutanea parva (Vo), 
a large vein situated immediately under the skin, and opening 
into V. jugularis externa (Ve) or V. jugularis interna (Vi) close to 
their opening into D. Cuvieri. To V. cutanea parva also many 
small vessels open which collect blood from the gill muscles, gills 
and the skin of the head. Usually from each gland several vessels 
arise which open into little veins running in the neighbourhood. 
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The vessel from which thymic arteries run, derives in meta- 
morphosed specimens (Fig. 2) from D. Botalli or from the aorta 
in its vicinity. The veins run in the same manner as in unmeta- 
morphosed animals. 


Fig. 1. Outlines of several thymuses of some specimens of Ambystoma mexi- 
canum. Drawn with the Abbé camera lucida. 


Fig. 2. Scheme of the arrangement of blood vessels in the region of the neck 
in metamorphosed Ambystoma mexicanum. 


Salamandra salamandra L. As has been described by 
Maurer, Bolau and Francis, thymus lies in salamanders immedia- 
tely under the skin, in the region of the posterior margin of the para- 
toid glands. The shape of the salamander’s thymus is irregular, and 
is divided by partitions of connective tissue into separate lobules. 
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Sometimes groups of lobules forming larger lobes lie indepen- 
dently in the connective tissue at greater or smaller distances 
{to 2mm) from each other (Maurer). 

The blood vessels, and in particular the veins, in salamanders 
are extremely variable, as underlined by Francis. According to 
him the thymic artery is a branch of a vessel which conducts the 
blood to the skin and derives from the aorta in the place where 
this vessel, the third arch and 2. Botalli (Fig. 3 DB) unite. In my 
material I never noticed a similar arrangement of blood vessels, 
as the artery conducting the blood to the skin and the thymus 
was always a branch of D. Botalli. 


Fig. 3. Scheme of the arrangement of blood vessels in the region of the neck 
in S. salamandra. 


According to Francis the main part of the blood runs from 
the thymus through V. facialis communis (Vt). As a matter of fact 
this vein was situated on the surface of the gland in all investigated 
animals, and in six cases (on 8) the blood from the gland was 
also collected by V. cutanea parva (Vc), opening to V. subclavia (Vs), 
or, in one case, into V. jugularis interna (Vi). 

Triturus eristatus Laur. The localisation of the thymus does 
not differ in any of the investigated species of the genus Triturus 
from that described in salamander (Ley dig, Maurer, Bolau). 
The thymus, namely, lies directly under the skin near the posterior 
ends of the hyoids, in the form of compact and uniform bodies. 
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In Triturus cristatus the blood flows to the gland through one 
or several little parallel arteries from 2. Botalli (Fig. 4 DB), or 
from the point of union of this vessel with aorta (Il) or the 
pulmonary artery (IV). Aa. thymicae run across M. cephalo-dorso- 
subpharyngeus (Francis) supplying it. In one case (on 10 sections) 
besides this vessel a little branch ran to the gland deriving from 
A. pharyngea ascendens (Ap), together with the artery running to 
the mandibular joint. 


Fig. 4. Scheme of the arrangement of blood vessels in the region of the 
neck in Triturus cristatus. 


In all specimens the blood of the thymus was collected by 
a vein opening to V. pharyngo-palatina (Vp) together with the 
musculo-cutanean branches. Besides that, ın six cases out of eleven, 
this vein formed an anastomosis on the surface of the thymus: 
with a vessel running to V. cutanea parva (Ve), which vein opens 
to the point of union of V. jugularis. externa (Ve) and V. sub- 
clavia (Vs). 

Triturus alpestris Laur. The localisation and shape of the 
gland is identical with Triturus cristatus. In one case only the 
thymus on one side of the body was divided into two lobes. The 
arrangement of the blood vessels is characterised by the presence, 
in the full-grown animals, of the third vascular arch (Boas, Maurer), 
which runs from A. pulmonalis to the aorta, in the vicinity of 
D. Botalli. Usually the thymic artery derives from D. Botalli; in 
one ease another vessel ran to the thymus from the third vascular 
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arch. The thymic vein opened, in three cases, to V. pharyngo- 
palatina, and in the remaining three to V. jugularis externa. In 
the last mentioned V. thymica was homologic to V. cutanea parva 
of other species non-existing in other cases. 


Fig. 5. A thymus of A. mexicanum. Showing principal vessels and the super- 
ficial net of capillaries. Drawn with the Abbe camera lucida. 


Triturus vulgaris L. The thymus in Triturus vulgaris is 
situated identically as in the two species already described. The 
third vascular arch was found in three sections and non-present in 
seven. Thymic artery always originates in D. Botalli, and sometimes 
before reaching the gland forms several parallel vessels. Twice, 
a supplementary artery was found running from A. pharyngea 
ascendens. The blood from the thymus is always collected by 
V. cutanea parva, in seven cases a second vein ran from the gland 
to V. pharyngo-palatina. i 


The distribution of capillaries in the thymus 
As has been described by Dustin, a net of blood vessels 
attaining a diameter of 200 4 is spread on the surface of the 
thymus of A. mexicanum. The very small and irregular meshes 
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of the net measure 25 u to 800 ዜ in diameter, Accordingly the 
surface of the gland in some places is covered with. 8 nearly 
continuous blood sinus (Fig. 5). The larger trunks are connected 
with the superficial net of blood vessels. Through the centre of 
the gland run very delicate and rare strands of conuective tissue 
along which are situated very narrow capillaries (to 10 ይ in dia- 
meter). 


Fig. 6. Three lobules of the thymus of S; salamandra. Showing superficial 
net of capillaries. Drawn with the Abbé camera lucida. 


The thymus of the salamander is divided on the lobules by 
partitions of connective tissue, The blood ‘vessels run only on the 
surface of the gland or inside the partitions, and do not enter the 
centre of lobules (Fig. 6). The veins and arteries branch out on 
the surface of the gland, the arteries usually forming the most 
superficial layer of vessels. The diameter of the capillaries on the 
thymus’s surface 18 25u to 40u, and the very irregular meshes 
of the net of blood vessels are about 10—300 u in diameter. 
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The surface of the thymus of Triturus cristatus and Triturus 
alpestris is divided by the connective tissue on lobules. This divi- 
sion does not reach the centre of the gland, which remains un- 
divided. Blood vessels are spread mainly on the surface of thymus 
and inside the partitions, but sometimes they also penetrate into 
the undivided centre of the organ (Fig. 7). The arteries usually 


Fig. 7. The proximal side of the right thymus of T. cristatus. Drawn with 
the Abbé camera lucida. 


spread in furrows on the surface of the gland directed to the 
muscles, while the veins branch out on the surface directed to 
the skin. The meshes of the net of blood vessels are rather regular, 
their diameter being 30 ይ to 300 u, the diameters of capillaries 
being about 16 u. 

Neither the connective tissue, nor the blood vessels enter the 
thymus of 7. vulgaris. The irregular net of blood vessels is spread 
only on the surface of the gland (Fig. 8). The diameters of capil- 
laries are 10 ይ to 30u, and the diameters of the meshes 10 ይ to 
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200 u. The arteries are situated on the surface directed to the 
trunk while the veins collect on the side directed to the skin. 


Fig. 8. The distal side of the left thymus of 7. vulgaris. Drawn with the 
‘Abbé camera lucida. 


Summary 


In metamorphosed individuals of all investigated species thymic 
arteries originate from D. Botalli or from the point of its union 
with aorta or A. pitlmonalis. Accessory thymie arteries, sometimes 
found, are branches of 4. pharyngea ascendens. In.unmetamorphosed 
animals belonging to the species A. mexicanum, thymic arteries 
originate from Aorta dorsalis between the opening of the first 
and the second gill vein. 

In all investigated animals the main collector of the blood from 
the thymus is V. cutanea parva, accompanied by branches of 
V. facialis communis (Salamandra) or V. pharyngo-palatina (Tri- 
turus). 

The arteries run to the surface of the gland directed to the 
muscles, while veins run to that directed to the skin. 

In all urodeles a tendency of blood capillaries to spread only 
on the surface. of the thymus is obvious, in contrast to Salientia 
where the blood vessels are’ distributed regularly in the whole 
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mass of the gland (Szarski) In Ambystoma the superficial net 
of capillaries is very dense and often similar to blood-sinus, while 
in the centre of the organ the blood vessels are very scarce and 
narrow. In Salamandra the capillary net spreads only on the 
surface of the. thymie lobules. In Triturus cristatus and T. alpestris 
the blood vessels run on the surface of the gland and inside the 
incomplete partitions of connective tissue. In 7. vulgaris the net 
of blood vessels is present only on the surface of the thymus. 

© The meshes of the net of blood vessels on the surface of the 
organ are always irregular. The diameter of capillaries is variable 
according to the species, and measures from 10 ይ in 7. vulgaris 
to 25 # in T. cristatus and T. alpestris, and to 200 u in Ambystoma. 
Accordingly, in some species the thymus is covered by a dense 
net of sinusoidal capillaries (Ambystoma), while in others the net 
of blood vessels is more uniform (Salamandra, Triturus). 


Abbreviations used in figures: 
Ao — Aorta 
Ap — Arteria pharyngea ascendens 
At — Atrium 
DB — Ductus Botalli 
Sv — Sinus venosus 
Th — Thymus 
Ve — Vena cutanea parva 
Ve — Vena jugularis externa 
Vf — Vena facialis communis - 
. Vi — Vena jugularis interna 
Vp — Vena pharyngo-palatina 
Vs — Vena: subelavia 
I, II, III, IV — Arterial arches. 


In conclusion I beg to express my grateful aknowledgement to Prof. Dr 
Z. Grodzinski for his kind guidance in the course of these résearches. 
Institute of Comparative Anatomy of Jagellonian University, Kraków. 


- Bibliography 


1) Baldwin F. M.: Pharyngeal derivatives of Amblystoma. Journ. 
Morph. 30, 1918. — 2) Bethge E.: Das Blutgefässystem von Salamandra 
maculata, Triton teniatus und Spelerpes fuscus, mit Betrachtungen über den 


rcin.org.pl 


Blood Vessels of the Thymus Gland of the Urodela 315 


Ort der Athmung beim lungenlosen Spelerpes fuscus. Z. wiss. Zool. 63, 1898. — 
3) Boas J. E. V.: Beiträge zur Angiologie der Amphibien. Morphol. Jahr. 
7, 1881. — 4) Bolau H.: Glandula thyreoidea und Glandula thymus der 
Amphibien. Zool. Jahrb. Anat. Ont. 12, 1899. — 5) Bütschli O.: Vorlesungen 
über vergleichende Anatomie. Vol. II, Leipzig 1912. — 6) Cortivo B.: Sulla 
fine vascolarizzazione del timo. Monit. Zool, ltal. 43, 1933. — 7) Dustin A. P.: 
Le thymus de l'axolotl. Arch. Biol. 26, 1911. — 8) Francis E. T. B.: The 
anatomy of the salamander. Oxford 1934. — 9) Golderen Chr. van.: Venen- 
system. Handb. vergl. Anat. Wirbelt. Vol. 6, Berlin 1933. — 10) Ham mar J. A.: 
Die normal-morphologische Thymusforschung im letzten Vierteljahrhundert. 
Leipzig 1936. — 11) Klose W.: Beiträge zur Morphologie und Histologie 
der Schilddrüse, der Thymusdrüse und des postbranchialen Körpers von Proteus 
anguineus. 7. Zellforsch. 14, 1932. — 12) Kostowiecki M.: Über die Be- 
ziehung der Hassalschen Kórperchen zu dem benachbarten Blutgefüssen in der 
Thymus menschlicher Fóten, Bull. Acad. Polon. Sc. Ser. B II. Cracovie 1930. — 
13) Ley dig F.: Anatomisch-histologische Untersuchungen über Fische und 
Reptilien. Berlin 1853. — 14) Maurer F.: Schilddrüse, Thymus und Kiemen- 
reste der Amphibien. Morph. Jahr. 13, 1888. — 15) Maurer F.: Die Kiemen 
und ihre Gefässe bei Amphibien und ‘leleostiern. Morph. Jahr. 14, 1838. — 
16) Michon J.: Les ares aortiques chez le Triton marmoralus Latr. et T'ri- 
ton cristatus Laur. Bull. Soc. Zool. d. France LXII, 1957. — 17) Noble G. K.: 
The biology of amphibia. New York 1931. — 18) Pischinger A.: Kiemen- 
anlagen und ihre Schicksale bei Amnioten. Schilddrüse und epiteliale Organe 
der Pharynxwand bei Tetrapoden. Handb. vergl. Anat. Wirbelt. Vol. III. 
Berlin 1937. — 19) Szarski H.: The blood vessels of the thymus gland in 
some of the Salientia. Bull Acad. Polon. Se. Ser. B II. Cracovie 1937. — 
20) Taylor S. J.: The vascularity of the frog hypophisis. Tr. R. Soc. Canada. 
3ser.31,1937. — 21) Tsusaki T. und Yatabe T.: Über die Blutversorgung 
der Schilddrüse bei Urodelen. Keijo J. Med. 1931. — 22) Werner F.: 
Amphibia—Lurche. Kükenthal Handb. Zool. 6, II. Berlin 1950. 


rcin.org.pl 


Cytologiczne badania żółtka jaja kurzego w zwyczajnych 
i doświadczalnych warunkach. — Zur Morphologie des 
Hühnereidotters unter normalen und experimentellen Be- 

dingungen +). 

Mémoire 
de M. Z. GRODZIŃSKI, 
présenté le 7 Novembre 1938 par M. H. Hoyer m. t. 
(Planches 6—8). 


Inhaltsverzeichnis. 


Problem und, Materials). prnaos: h Asiaten sib ያሂሁ secte bó 317 
Die Morphologie der Dotterkugeln. . . . . 2222 . . . . ... 319 
Donoso EIER Rare meo TER 322 
ከ DUDE ኸር PEDE ES REE a ie à iden |: 
Ernwirkunge von hoddampfen. ከ HA, HIRTEN AD RD. SIS 330 
Einwirkung von Tomates ar RER AER m 338 
Einwirkung von Átherdámpfen,; . , . 5 ..: . 4.4.4... . ። 341 
SET RSR PR enge ade PIRE ME RTE ARRET ARTE 342 
papel ne bp oc di En coin Tan eds Ra ብ 5::5.:5.-4 351 
ንክ idt 530 o M mica A ce ረ air uiu 28 6 5 2... 358 


Problem und Material. 


Der Dotter des frischen Hühnereies besteht aus einer Flüssig- 
keit, in welcher zahlreiche mikroskopisch feststellbare "Tropfen 
einer anderen Flüssigkeit suspendiert sind; er besitzt also die 
Eigenschaften einer Emulsion (Abb. 1, Taf. 6). Die einen von diesen 
Tropfen sind sehr kleine Fettkügelchen, die die Ausmaße von 
lu kaum überschreiten (Abb. 3a) der Durchmesser der anderen, 
die Dotterkugeln genannt sind, ist viel größer. 


1) Die Arbeit wurde mit Unterstützung von »Fundusz im, $.p. Tyszkow- 
skiego« ausgeführt. 
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Der Bau und die chemische Zusammensetzung der letzteren 
sind sehr kompliziert. Nach der allgemein herrschenden An- 
schauung (His, Balfour, Schenk, Dubuisson, Wasser- 
mann, Smiechowski, Ridle, Konopacka, Marza und Mit- 
arbeiter) unterscheidet man gelbe und weiße Dotterkugeln. 
Der Name der ersten stammt von der gelben Färbung, welche 
sie dem Xanthophyll und den Spuren des Karotins verdanken 
(Willstätter& Escher aus Needham). Sie sind auch größer 
als: die. weißen, ihr Durchmesser schwankt von 25—100u, der 
weißen‘ von ‘5—T75 u. Beide ‘Arten der Dotterkugeln enthalten 
stark lichtbrechende Körner, die in den weißen größer und weniger 
zahlreich als in den gelben sind’ (Abb. 3,4). Es läßt sich eine 
kontinuierliche Reihe der Dotterkugeln aufstellen, in welcher der 
körnige Inhalt der einen Dotterart der Größe nach allmählich 
in den der anderen übergeht. Dies gab den Anlaß zur Vermu- 
tung, daß die eine Dotterart sich in die andere umwandeln kann 
(Reichert, Dubuisson) 

Die weißen Dotterkugeln nehmen die Mitte des Eidotters ein. 
Von dort reichen sie in Gestalt eines Zylinders (Latebra) an- 
gehäuft bis an die oberflächlich liegende Keimscheibe und breiten 
sich in einer schmalen Schichte unterhalb der ganzen Dotter- 
membran aus. Die gelben Dotterkugeln stellen die Mehrheit des 
Dotters dar (Purkinje, Thomson, Balfour, Kölliker). 

Die Dotterkugeln bilden den Gegenstand der vorliegenden 
Arbeit, insbesondere in ihrer Morphologie sowie einiger ihrer 
physikalischen und chémischen Eigenschaften. Zur Untersuchung 
wurden ausschließlich die Eier der »Rhode Islands« Hühner be- 
nutzt. Der Dotter wurde mit der  Tyrode'schen Flüssigkeit 
immer im Verhältnis 1:100 verdünnt und die Lösung im hän- 
genden Tropfen auf dem Deckglase weiter behandelt. Das Deck- 
glas wurde vermittelst eines Vaselinringes auf dem Objektträger 
außerhalb der in ihm eigenschliffenen Vertiefung befestigt, was 
das ‚Präparat vor dem Austrocknen und gleichzeitig vor dem 
Zusammenkleben mit dem Objekttrüger schützte. Die Luftkammer, 
die auf diese Weise zwischen dem Deckglase, Objektträger und 
dem Vaselinring entstand, erwies sich zum Einführen der ver- 
schiedenen Reagentien, deren Dämpfe auf den herunterhängenden 
Dottertropfen einwirken konnten, sehr praktisch. 
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Auferden wurden Kulturen aus der Wand des Dottersackes 
eines 2—4 Tage bebrüteten Hünchens angelegt. Das Material für 
die Kulturen stammte aus den gefäßlosen Bezirken der Area 
vitellina interna, deren entodermale Zellen in dieser Entwicklungs- 
periode meistens große Dotterkugeln enthalten. Als Nährboden 
diente die Tyrode’sche Flüssigkeit, in welcher die Explantate 
sehr gut proliferieren, sobald sie sich in den ersten Stunden nach 
der Explantation im sitzenden Tropfen befinden. Im hängenden 
Tropfen ballt sich meistens das explantierte Material zusammen 
und es findet keine Proliferation statt. Im sitzenden Tropfen 
senkt sich das Explantat auf das Deckglas und die Zellen finden 
auf seiner Oberfläche die entsprechende Unterlage zum Wandern. 
Sie breiten sich weit aus und bilden ein vortreffliches Objekt 
zur optischen Beobachtung. Die entodermalen Zellen enthalten 
unversehrte Dotterkugeln, die einer ähnlichen Behandlung unter- 
lagen wie die freien Dotterkugeln. Die üblichen Nährboden, 
Plasma und Embryoextrakt, wurden nicht angewandt, weil sie 
bei der experimentellen Behandlung koagulieren und dadurch 
die Feststellung der mikroskopisch sichtbaren Vorgänge innerhalb 
der Zellen erschweren. 

Photographische Aufnahmen, über 200 an Zahl, dokumentieren 
samt Protokollen die beobachteten Vorgänge. | 


Die Morphologie der Dotterkugeln. 

Bei der Zubereitung der Stammlösung des Dotters ist es nicht 
gleichgültig, woher der Dotter entnommen wird. Führt man die 
Glaspipette senkrecht durch die Keimscheibe gegen die Mitte 
des Dotters (Latebra) ein, so füllt sie sich größtenteils mit - 
weißem Dotter, in eine schiff eingestochene Pipette gelangt da- 
gegen fast ausschließlich der gelbe Dotter. Schon makroskopisch 
lassen sich die zwei in der Glaspipette enthaltenen Dotterarten 
unterscheiden, der weiße Dotter ist dünnflüssig und milchweiß, 
der gelbe zäheflüssig und gelblich. 

Unter dem Mikroskope charakterisiert und unterscheidet von- 
einander die beiden Dotterarten ihre Größe, Farbe und der kör- 
nige Inhalt. Die gelben Dotterkugeln sind größer, ihr Durch- 
messer variiert von 45—120 u, das der weißen von 15—4du. 
Die gelben Dotterkugeln besitzen eine leicht zitronengelbe Farbe 
und sind mit feinen, stark lichtbrechenden Kórnern ganz aus- 
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gefüllt. In den einen Kugeln sind diese Körner staubartig fein, 
in den anderen, die meistens aus tieferen Schichten des Dotters 
stammen, mehr grob (Abb. 3, 9a, 18, 21a, 22a) Die weißen 
Dotterkugeln erscheinen im Mikroskope in weißlichgrauer Farbe 
und enthalten ein großes Korn oder mehrere kórnerartige Ge- 
bilde, deren Zahl sich leicht feststellen läßt und die jedenfalls das 
Innere der Kugel nicht voll ausfüllen (Abb. 4). Die großen Kör- 
ner der weißen Dotterkugeln mancher Eier weisen, besonders 
wenn sie einzeln vorhanden sind, oft kleine rötlich schimmernde 
Nischen auf. Osmiumsäuredämpfe (OsO,) schwärzen die Körner 
beider Dotterarten schon nach 20—30 Sekunden dauernden Ein- 
wirkung, was ihren fettartigen Charakter beweist. 

Alle Dotterkugeln besitzen runde, scharf umschriebene Kon- 
turen. Beim gegenseitigen Berühren fließen sie niemals zusammen, 
sondern flachen sich an den Berührungsstellen ab. Beim An- 
pressen mit dem Deckgläschen springen sie an einer Stelle auf 
und lassen den körnigen Inhalt austreten. Das alles deutet auf 
die Anwesenheit einer oberflächlichen Hülle hin, die das Aus- 
treten und Auseinanderweichen der Körner verhindert. Im Dunkel- 
felde des Zeiss’schen Epikondensors leuchtet die Oberfläche 
der Dotterkugel hell auf. Bei entsprechender Einstellung der 
Mikrometerschraube erscheinen die Kugelgrenzen als deutliche 
Ringe, die das schwarze Innenfeld umgrenzen. Diese Bilder 
weisen auf die Anwesenheit fettiger Substanzen in der Dotter- 
kugelmembran hin (Abb. 5). 

Durch Anwendung der in der histologischen Technik üblichen 
Fixierungsmittel wird die Anwesenheit noch einer proteinhaltigen 
Komponente der Dotterkugeln festgestellt. Nach Zugabe vou 
Perény)’scher Flüssigkeit, von konzentriertem Formol oder eines 
kleinen Sublimatkristalls zur untersuchten Dotterlösung treten 
innerhalb der Dotterkugeln Granula auf (Abb. 6b), die das 
Licht schwächer brechen als die Fettkörner. Sie füllen in den 
weißen Dotterkugeln den ganzen zwischen der Hülle und den 
Fettkugeln vorhandenen Raum aus. In den gelben Dotterkugeln 
sind sie kanm sichtbar, weil sie durch die stark lichtbrechenden 
Fettkörner gedeckt sind. Unter Einwirkung von Osmiumsiure- 
dämpfen koaguliert der proteinhaltige Komponent ebenfalls, aber 
die Granula sind so fein, daß sie unter dem Mikroskope kaum 
feststellbar sind. 
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Der fixierte proteinhaltige Komponent der Dotterkugeln färbt 
sich mit Alaunhämatoxylin nach Ehrlich intensiv violett-blau, 
reagiert aber mit Eosin gar nicht. Dasselbe läßt sich auch auf 
Querschuitten durch den Dottersack feststelllen, auf welchen die 
in den entodermalen Zellen enthaltenen Dotterkugeln eine ähn- 
liche Farbe annehmen. Alaunhämatoxylin bildet bekanntlich einen 
der besten Farbstoffe zur Darstellung der Zellkerne. Die Affinität 
der beiden erwähnten Gebilde zum gleichen Farbstoffe beruht 
nicht auf gleicher chemischen Zusammensetzung. Dotterkugeln 
enthalten Phosphoproteine, die Zellkerne dagegen Nucleoproteine 
(Bayliss und Plimmer aus Needham) Die Feulgen’sche 
Nuklealreaktion, welche die Thymonukleinsäure im Zellkerne zu 
unterscheiden gestattet, gibt in Dotterkugeln Bilder, die gegen 
die Anwesenheit dieser Komponenten sprechen (V. D. und E. V. 
Marza) oder ihn wenigstens nicht einwandfrei aufweisen (Thomas). 

Außer den beschriebenen Dotterkugelarten existieren in jedem 
Dotter des frischen Eies noch andere, stark von ihnen abwei- 
chende Dottergebilde (Abb. 2). Sie besitzen vor allem keine Mem- 
bran, ihre Ausmaße sind kleiner (5—25 u) und der Gestalt nach 
sind sie nicht genau kugelrund. Innnerhalb ihres Kórpers treten 
rötlich schimmernde Nischen auf. Die Zahl und Größe der Nischen 
variiert beträchtlich, es können nur 1—2 vorkommen, die in klei- 
nen Dotterkugeln nur wenig Platz einnehmen, oder mehrere von 
ihnen füllen den Körper der größeren vollständig aus. Das zwi- 
schen den Nischen vorhandene Material bricht das Licht viel 
stärker als die Nischen selbst, was den Dotterkugeln das Aussehen 
eines hellen Netzes verleiht, welches die rötlichen Felder umgibt. 

Im Dunkelfelde des Zeiss’schen Epikondensors leuchten die 
Umrisse dieser Dotterkugel sowie die Ränder der Nischen hell 
auf. Beim Drehen der Mikrometerschraube läßt sich das Bild 
nieht grundsätzlich ändern, woraus geschlossen wird, dal die 
ganze Dotterkugel aus fettähnlicher Substanz besteht und daß 
sie im Inneren nischenartig ausgehöhlt ist. Diese Substanz muß 
sehr zähflüssig sein, weil an einigen gespaltenen Kugeln beob- 
achtet wurde, daß sich weder die Ränder der Spalte ee, 
noch das ganze Gebide auseinanderfließt. 

Diese Gebilde treten in jedem Ei auf und zwar fast aus- 
schließlich im weißen Dotter, in welchem sie in manchen Pro- 
ben an Zahl der Hälfte der weißen Dotterkugeln nahe kommen. 
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Einige Versuche, die mit Eierstockdotter gemacht wurden, schei- 
nen darauf hinzuweisen, dali sie als unreife gelbe Dotterkugeln 
aufzufassen sind. Sie werden deshalb der Einfachkeit halber mit. 
dem Namen des Übergangsdotters belegt. 


Die Lecitholyse !). 


Die Dotterkugeln behalten in der Tyrode’schen Flüssigkeit 
oder in 1/6 molaren Wasserlósung von NaCl ihre morphologischen 
Merkmale mehrere Tage hindurch unverändert bei, unter der Be- 
dingung natürlich, daß die Eigenschaften der Verdünnungs- 
flüssigkeit nicht etwa durch Austrocknen oder durch Ansteckung 
mit Bakterien verändert werden. Erst nach 5—7 Tagen fangen 
die Dotterkugeln an sich aufzulösen und ihre Fettkörner dem 
Medium abzugeben. Dieser Prozeß beginnt bei der Temperatur von 
+38°C etwas rascher als bei +18°C und dauert verschieden 
lange Zeit an. In einigen Fällen wurden die unversehrten Dotter- 
kugeln in der Tyrode'schen Flüssigkeit noch nach einem Monate 
festgestellt. Nach mehr als 10-tägigem Aufenthalte in dieser 
Flüssigkeit verwischt sich optisch die Granulierung der gelben 
Dotterkugeln. Der Übergangsdotter bleibt ständig unverändert. 

Veränderung des osmotischen Druckes in der Verdünnungs- 
flüssigkeit führt zu einer mehr oder weniger starken Umgestaltung 
der Dotterkugeln. Der osmotische Druck kann gesteigert oder 
heruntergesetzt werden; im ersten Falle spricht man von hyper- 
tonischen, im zweiten von hypotonischen Lösungen. 

In hypotonischen Lösungen offenbart sich die Tendenz der 
Dotterkugeln zum Platzen (Coste), das um so intensiver ist, je 
tiefer der osmotische Druck der Verdünnungsflüssigkeit sinkt. 
In 1/8 molarer Lösung von NaCl platzen nach 30 Minuten nur 
wenige Kugeln, andere bleiben noch nach 24 Stunden unversehrt. 
In 1/10 molarer Lósung platzen die ersten Dotterkugeln schon 
nach 4 Minuten und andere folgen ihnen schnell nach. Binnen 
zwei Stunden platzt weniger als die Hälfte der in der Lösung 
vorhandenen Dotterkugeln, der Rest behält noch nach 24 Stun- 
den seine charakteristischen morphologischen Merkmale bei. Eine 
1/12 molare Lösung veranlaßt das Platzen der Mehrheit der Kugeln 


1) እደኗሙዐኗ = Eidotter, Avow = Auflösung. 
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schon binnen 5 Minuten, nach 2 Stunden läßt sich keine unver- 
sehrte Kugel mehr in der Flüssigkeit feststellen. 

Die hypotonischen Flüssigkeiten üben keinen Einfluß auf den 
Übergangsdotter. 


Beim Zubereiten der Dotterlösungen für diese Experimente ist von 
Wichtigkeit, daß der frische Dotter mittelst kalibrierter Pipette in genau 
bestimmter Menge (1:100) der gewünschten NaCl Lösung beigemischt wird. 
Durch das Platzen der Dotterkugeln werden Elektrolyten der proteinhaltigen 
Komponente befreit, die den osmotischen Druck zur Isotonie bringen und 
auf diese Weise gute Bedingungen für das Erhalten der anderen Kugeln 
schaffen. Je mehr Dotterkugeln in der hypotonischen Lösung vorhanden 
sind, desto mehr bleiben in unverschrtem Zustande bestehen. Auch muß 
möglichst schnell der Tropfen der Stammlösung in üblicher Weise auf dem 
Objekttráger montiert, zur mikroskopischen Beobachtung kommen. Unter 
dem Mikroskope wurden platzende Dotterkugeln im Gesichtsfelde gezählt 
und mit der Anzahl der unversehrten verglichen: Es wurden 3-4 Stellen 
eines Tropfens auf diese Weise untersucht. 


Das Platzen der gelben Dotterkugeln spielt sich folgender- 
‚maßen ab. An irgend einer Stelle der Kugel, meistens in der 
Nähe des Aquators, erscheint eine kleine Spalte, die nur deshalb 
sichtbar ist, weil durch sie die Fettkörner in das umgebende 
Medium herausfließen. Den Schlitz passieren ein oder mehrere 
Körner auf einmal. Die Art und Weise des Ausfließens der Körner 
hängt von ihrer Größe und dem osmotischen Drucke der Ver- 
dünnungsflüssigkeit ab. Die feinsten staubförmigen Körner ver- 
lassen die Kugel rasch und scharenweise (Abb. 1), das Austreten 
jedes einzelnen gröberen Kornes läßt sich unter dem Mikroskope 
genau verfolgen. Man sieht, wie dasselbe vom Verbande mit an- 
deren Körnern sich entfernt und dann langsam fließend die Spalte 
passiert. Sobald es außerhalb der Kugel auftaucht, beginnt es 
Brown’sche Bewegungen auszuführen. Wenn die Flüssigkeit 
stark hypotonisch ist, schießen die Körner weit aus der Kugel 
heraus und zerstreuen sich schnell im Medium. Falls das Medium 
nicht stark von der Isotonie abweicht, sammeln sich die Fett- 
körner in der Nähe der geplatzten Dotterkugel und verbleiben 
noch minuten-, sogar stundenlang als Anhäufungen stark vibrie- 
render Körner bestehen. 

Je mehr Körner sich außerhalb der Dotterkugeln befindet, desto 
mehr Platz bleibt für die innerhalb derselben eingeschlossenen 
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zurück. Die Körner, die in der unversehrten Dotterkugel durch 
die Membran zusammengedrängt bewegungslos verharren, be- 
ginnen vibrierende Brown’sche Bewegungen auszuführen. Je 
mehr Platz sie im Inneren haben, desto heftiger bewegen sie sich. 
Dies Verhalten der Körner spricht dafür, daß auch im Inneren 
der Dotterkugeln eine homogene Flüssigkeit vorhanden ist, in 
welcher die Fettropfen schweben. 

Schließlich verlassen alle oder fast alle Fettkörner die Mem- 
bran der Dotterkugel, die sich jetzt schließt, so das die Austritt- 
stelle spurlos verschwindet. Nur ausnahmsweise läßt sie sich län- 
gere Zeit als ein offener Riß feststellen. Die Membran behält 
die kreisrunden Umrisse. Ob sie kugelförmig ist, konnte durch 
das Einstellen der Mikrometerschraube nicht sicher entschieden 
werden, weil ihr Lichtbrechungsindex nicht stark genug von dem 
des Mediums abweicht. Die körnerlose Membran der Dotterkugel 
schaut wie ein grauer Fleck aus, der dem Schatten der mensch- 
lichen Erythrozyten nicht unähnlich ist. Der Durchmesser des 
Schattens der Dotterkugel verringert sich binnen weniger Minuten 
um das vielfache. Schließlich fließt die Dotterkugelmembran zu 
3—6 winzigen, an der Grenze der Sichtbarkeit bei 200-maliger Ver- 
größerung stehenden, Tropfen zusammen. Manchmal verharren 
die Membranen minuten- sogar stundenlang als große Schatten, 
doch ist ihr Endschicksal schließlich das gleiche. 

Öfters, besonders in stark hypotonischen Lösungen, plait 
die Dotterkugelmeinbran auf großer Strecke, die sogar die Hälfte 
des Äquatorumfanges ausmachen kann. In diesem Falle ergießt 
sich der körnige Inhalt der Dotterkugel in einigen Sekunden 
durch die geräumige Spalte nach außen. Die Membran schließt 
sich dann momentan, verringert ihren Durchmesser und fließt 
in der beschriebenen Weise zusammen. 

In schwach hypotonischen Lösungen kommt noch eine andere Art 
des Austretens des körnigen Inhaltes aus der Membran der Dotter- 
kugel vor, wobei sich die Körner passiv verhalten und die ganze Zeit 
hindurch in ihrer ursprünglichen Lage in einer Kugel zusammen- 
gehäuft bleiben. Die Membran hebt sich an einer Stelle von den 
Körnern ab (Abb. 8b, c). Auf der entgegengesetzen Seite der Ku- 
gel platzt sie schlitzartig und gleitet langsam über die Oberfläche 
der Körner hinweg. Im mikroskopischen Bilde sieht man dann 
einen kreisfórmigen Haufen von Fettkörnern, die kaum merkbare 
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Brown’sche Bewegungen ausführen, und an seiner Seite eine 
leere Dotterkugelmembran. Die Durchmesser der beiden Gebilde 
gleichen anfangs fast vollkommen einander. Früher oder später 
weichen in üblicher Weise die Fettkörner auseinander und die 
Membran fließt zusammen. Es ist ziemlich schwierig, die ersten 
Stadien dieses Prozesses unter dem Mikroskope aufzufangen, doch 
lassen sich fast in jedem untersuchten Tropfen der Dotteremulsion 
einige Schatten der Dotterkugeln aufzufinden, die neben ihren 
zu einem kreisrunden Haufen zusammengedrängten Körnern liegen. 
Die Ursache der beschriebenen Vorgänge liegt vielleicht in dem 
Zustande der homogenen Flüssigkeit der Dotterkugel. Tritt sie 
während des Experimentierens in eine festere Form über (Gelphase), 
so kleben die Körner zusammen und sind nicht im Stande 
Brown’sche Bewegungen auszuführen. Sie können nicht verein- 
zelt aus der Membran ausgestoßen werden, deshalb gleitet die 
Membran über ihre Oberfläche hinweg. Am häufigsten kommt 
diese Erscheinung in den mit Janusgrün vorbehandelten Emul- 
sionen vor (Abb 8). 

Der gelbe Farbstoff des Dotters tritt aus der Kugel an ihrer 
ganzen Oberfläche aus, er dringt also durch die Membran hin- 
durch und entweicht nicht ausschließlich durch den Schlitz. Be- 
sonders deutlich läßt sich dies während der zuletzt beschriebenen 
Art des Austretens der Fettkörner aus der Membran beobachten. 
Mehrere Sekunden vor dem Abheben der Membran nimmt das 
die Kugel umgebende Medium eine gelbliche Färbung an, so daß 
die Dotterkugel wie in einem schmalen Ring eingeschlossen er- 
scheint. Das dauert jedoch nur eine kurze Zeit, da das Xan- 
tophyll sich spurlos für das Auge im flüssigen Medium verteilt. 
An mit Janusgrün vorbehandelten Dotterkugeln, die sich in ähn- 
licher Weise enthäuten, läßt sich dieser Prozeß nicht beobachten. 
In den meisten Fällen jedoch, wenn die Dotterkugel platzt und 
ihren Inhalt ausfließen läßt, tritt nur am Anfange im raschen 
Strom der Körner eine gelbliche Farbe auf. Wenn die Dotter- 
kugel mehr als 2/3 ihres Inhaltes verloren hat, nimmt sie einen 
grauen Ton an. Das Verfolgen des Austretens des Xantophylls 
ist dadurch erschwert, daß auch einzelne Fettkörner eine leicht 
gelbliche Farbe besitzen. Es gelang deshalb nicht zu entscheiden, 
ob das Xantophyll an die homogene Flüssigkeit oder an die Fett- 
körner innerhalb der Dotterkugeln gebunden ist 
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Der weiße Dotter verhält sich in hypotonischen Lösungen 
etwas anders als der gelbe aus dem Grunde, weil die Dotter- 
kugel mit Fettkörnern niemals völlig ausgefüllt wird und keinen 
Farbstoff enthält. Das erste Anzeichen der kommenden Vorgänge 
bildet das Verhalten der Körner. Sie wandern langsam von der 
Mitte der Kugel gegen die Peripherie zu, berühren die Membran 
und zwängen sich durch sie nach außen. Die Membran verschließt 
sofort den Schlitz spurlos und fließt in üblicher Weise in win- 
zige Körner zusammen. Manchmal spielt sich der ganze Vorgang 
so rasch ab, daß seine einzelnen Etappen sich der Beobachtung ent- 
ziehen. Der innerhalb der Kugel vorhandene Fettkorn wird kräftig 
und weit herausgeschleudert, fast gleichzeitig zieht sich die Mem- 
bran zu einem kleinen Schatten zusammen. Falls mehrere Körner 
innerhalb der Kugel sich befinden, bildet sich ein breiter Schlitz, 
durch welchen die Körner schnell herausströmen. Beide Arten 
des Platzens kommen in derselben Lösung vor und niemals läßt 
sich voraussagen, in welcher Weise eine bestimmte Kugel sprin- 
gen wird. Jedenfalls ist der weiße Dotter auf die Wirkung der 
hypotonischen Lösung etwas weniger empfindlich als der gelbe. 

Die in den entodermalen Zellen des gezüchteten Dottersackes 
eingeschlossenen Dotterkugeln verhalten sich in hypotonischen 
Lösungen im allgemeinen ähnlich wie die freien. Die gering- 
fügigen Unterschiede lassen sich auf die Einwirkung des Zell- 
leibes zurückführen. Die Dotterkugeln nehmen in den auf dem 
Deckglase ausgespannten Zellen eine abgeflachte und oft in die 
Länge ausgezogene Gestalt an. Die Zellen ziehen sich in der 
hypotonischen Lösung zusammen (auf das Verhalten der Zellen 
wird nicht näher eingegangen — Grossfeld 1936), gleichzeitig 
runden sich die Dotterkugeln ab. Ein Teil von ihnen platzt 
(Abb. 9) und schleudert den körnigen Inhalt in den Zelleib oder 
direkt in das Kulturmedium aus, der Rest bleibt unversehrt. 
Das Platzen der Dotterkugelmembran und ihr weiteres Schicksal 
konnte nicht verfolgt werden, weil der Lichtbrechungsindex des 
Zellplasmas das Unterscheiden der Membran erschwerte. Die weißen 
Dotterkugeln kommen in gezüchteten Zellen nur selten vor, es - 
gelang deshalb nicht sie in ähnlichen Bedingungen wie die gelben 
zu beobachten. 

Die beschriebenen Beobachtungen weisen darauf hin, dal an 
der Oberflüche der Dotterkugeln eine dehnbare, halbflüssige Mem- 
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bran besteht. Sie zieht sich nach dem Ausstoßen der Fettkörner 
in einige kaum meßbare Tropfen zusammen. In den hypotonischen 
Lösungen läßt die Membran das Wasser ins Innere der Kugel 
bis zu dem Grade hinein, daß sie ausgespannt und zerrissen wird; 
sie verhindert jedoch das Austreten der Elektrolite und Kolloide, 
was zum Ausgleiche des osmotischen Druckes zwischen der Dotter- 
kugel und dem Medium führen würde. Sie besitzt also die Eigen- 
schaften einer semipermeablen Membran. Eine weitere Eigenschaft 
der Membran offenbart sich in der Fähigkeit alle Risse und 
Schlitze spurlos zu schließen; sie muß also äußerst klebrig sein. 
Ihre Dicke konnte nicht berechnet werden. Da jedoch nicht aile 
Kugeln auf einmal in bestimmten hypotonischen Lósungen sprin- 
gen, darf angenommen werden, daß sie nicht auf allen Dotter- 
kugeln die gleiche Spannung besitzt. Vielleicht platzen diejenigen 
Dotterkugeln, die die dünnste Membran haben, schnell, andere 
später. 

Das Auflösen der Dotterkugeln in hypotonischen Lösungen 
ähnelt stark der Hämolyse der Blutkörperchen; beim Vergleiche 
muß man natürlich vom morphologischen Werte beider Gebilde 
absehen, die ersten sind nämlich geformte Nahrungsvorräte, die 
anderen selbstständige Zellen. In beiden Fällen wird der Farb- 
stoff, wenn vorhanden, dem Medium abgegeben, die oberflächliche 
Membran kann platzen und die Schatten treten als Überreste 
beider Gebilde auf. Da aber die Dotterkugeln keine Zellen sind, 
darf von einer echten Zytolyse nicht gesprochen werden. Hır 
Auflösungsvermögen soll als eine spezifische Abart dieser Er- 
scheinung aufgefaßt und mit dem Namen Lecitholyse belegt 
werden. 

Die Botaniker wissen, daß manche Pflanzenzellen in einer nicht 
sofort letal wirkenden Alkohollösung versenkt explodieren und 
ihren Inhalt herausschleudern (Brauner). Diese Erscheinung 
nennen sie Plasmoptyse. Die Dotterkugeln verhalten sich in ent- 
sprechenden hypotonischen Lösungen (Abb. 7, 10) ähnlich, sie 
speien ihren Inhalt aus. Da es sich in diesem Falle nicht um 
Zellen sondern um Eidotter handelt, wäre vielleicht die Einführung 
des Namens Lecithoptyse !) für diese Erscheinung begründet. 


1) Aekı$oc = Eidotter, mrvew = ausspucken. 
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Vitalfärbung. 

Viele parablastischen Gebilde, die unter der Gestalt von Vaku- 
olen und Granulis in den lebenden Wirbeltierzellen vorkommen; 
zeigen eine chemische Affinität zu manchen basischen Farb- 
stoffen und nehmen »intra vitam« ihre Farbe an. Es wird ange- 
nommen, daß die Vitalfarbstoffe sich in Lipoiden der Zellmembran 
leicht lösen und deshalb ihren Weg schnell und sicher in das. 
Zellinnere finden. Ihre Verankerung an den geformten Plasma- 
teilen hängt von nicht näher bekannten physiko-chemischen Zu- 
ständen der beiden miteinander reagierenden Komponenten ab. 
Im Körper von beschädigten oder absterbenden Zellen breiten 
sie sich überall diffus aus. Manche sauere Farbstoffe gelangen 
viel langsamer in die lebenden Zellen und werden in ihnen ständig 
sogar nach ihrem Tode in niederschlagfórmigem Zustande auf- 
bewahrt. 

Anläßlich meiner Untersuchungen über das Verhalten des 
Dottersackes in den Gewebekulturen habe ich festgestellt (1930), 
daß die in den entodermalen Zellen eingeschlossenen Dotterkugeln 
sich intensiv mit Neutralrot und Brillantcresylblau färben lassen. 
Ich habe sie damals den sich ähnlich färbenden Degenerations- 
und Ausscheidungsvakuolen gleichgestellt und als Speichervakuolen 
bezeichnet. Auch freie Dotterkugeln lassen sich mit denselben und 
anderen Farbstoffen färben. 

Zu diesem Zwecke wurde ein Tropfen der oben benutzen 
Dotteremulsion mit einem gleich großen Tropfen eines in Ty- 
rode’scher Flüssigkeit gelösten Farbstoffes direkt auf dem Deck- 
glase gemischt. Oder es wurde ein Tropfen des Farbstoffes auf 
dem Deckglase dünn ausgebreitet, wobei Sudan III in Alkohol- 
lösung zur Verwendung kam (Szantroch) Nach dem Aus- 
trocknen des Farbstoffes wurde ein Tropfen des Dotters hinzu- 
gefügt. In beiden Fällen wurden frischer Dotter sowie frische 
und sehr dünne Farbstofflösungen benutzt. Das so angelegte Prä- 
parat wurde in üblicher Weise als hängender Tropfen tagelang 
aufbewahrt und periodisch beobachtet. Als Farbstoffe dienten: 
1. aus der basischen Reihe — Neutralrot, Brillantcresylblau, Nilblau- 
sulfat, Bismarckbraun, Methylenblau nach Ehrlich und Janusgrün, 
2. aus der saueren Reihe — Trypanblau und Trypanrot, und 
3. von indifferenten Farbstoffen — Sudan III. Die Versuche wurden 
wenigstens dreimal und jedesmal mit neuem Material wiederholt. 
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Protokollauszug: 


I. Freie Dotterkugeln. 
Nilblausulfat. 


4. V. Weiße Dotterkugeln. Sofort hellblau, der körnige Inhalt blau. 
Nach 10—15 Minuten werden die Fettkörner dunkelblau bis granatblau. 
In manchen Dotterkugeln treten in homogener Flüssigkeit neugebildete 
2—5 kleine blaue Granula auf, በ16 Brown’sche Bewegungen ausführen. 
Nach Zugabe von destilliertem Wasser Verhalten wie in hypotonischer 
Lösung. Die ausgestoßenen Fettkórner verlieren ihre Färbung binnen 
10 Minuten. Gleichzeitig mit dem Ausstoßen flockt die homogene Flüssig-, 
keit der Dotterkugel in zahlreiche feine Granula aus, die vorübergehend 
eine helle graugrüne Farbe annehmen. Schließlich lösen sie sich im um- 
gebenden Medium auf. 

Gelbe Dotterkugeln sofort einheitlich hcllblau, die Granulierung der 
Kugel gut sichtbar, nach 10—15 Minuten Yerdunkelung der Farbe, was mit 
dem Verwischen der Granula verbunden ist. Nach Zugabe von Wasser platzen 
die Kugeln, die ausgestoßenen Fettkörner verbleichen binnen 10 Minuten 
gänzlich. 

Übergangsdotter. Die sogar 24 Stunden dauernde Einwirkung ruft keine 
Reaktion mit dem Farbstoffe hervor. 


Brillanteresylblau. 

5. V. Weiße Dotterkugeln. Sofort hellblau, der körnige Inhalt violett, 
mit der Zeit an der Intensität zunehmend (Abb. 12). Nicht jede Kugel nimmt 
jedoch den Farbstoff auf. Nach Zugabe von Wasser platzen die Kugeln, 
die ausgestoßenen Fettkörner verblaßen erst nach 5—70 Minuten. Die homo- 
gene Flüssigkeit der Dotterkugel breitet sich im Medium spurlos aus. 

Gelbe Dotterkugeln. Sofort einheitlich blau, die Granula gut sichtbar, 
ihre Umrisse verwischen sich sogar nach 48 Stunden nicht. Nach Wasser- 
zugabe ähnliches Verhalten wie der weißen Dotterkugeln. Die Dotterkugel- 
membran ist stets farblos. 

Übergangsdotter. Keine Reaktion mit dem Farbstoffe. 


Neutralrot. 

7. V. Weiße Dotterkugeln. Die Fettkörner innerhalb der Dotterkugeln 
färben sich intensiv ziegelrot. Die homogene Flüssigkeit nimmt einen 
hell rötlichen Ton an. In manchen Kugeln treten feine Granula auf, die 
Brown’sche Bewegungen ausführen (Abb. 11). In manchen Fällen nimmt 
ihre Zahl allmählich zu, bis sie schließlich dieht nebeneinander zusammen- 
gedrängt unbeweglich bleiben. Alle nehmen eine hellrote Farbe auf. Nach 
Wasserzugabe platzen die Dotterkugeln und ihr Inhalt verbleicht binnen 
einigen Minuten und die neu gebildeten Granula verschwinden spurlos im 
Medium. 

Gelbe Dotterkugeln. Sofort einheitlich rötlich mit sichtbaren Fettgra- 
nula. Nach Wasserzugabe ähnliches Verhalten wie der weißen Dotter- 
kugeln. 

Übergangsdotter. Keine Reaktion mit dem Farbstoffe. 
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Bismarckbraun. 


9. V. Weiße Dotterkugeln. Werden nach 5 Minuten einheitlich zitronen- 
gelb, nach 60 Minuten färbt sich in manchen Kugeln der körnige Inhalt 
intensiver. Nach Wasserzugabe platzen die Kugeln. Die ausgestoßenen 
Fettkörner und die Dotterkugelmembran behalten einige Minuten ihre hell- 
gelbe Farbe. Die homogene Flüssigkeit flockt dabei nicht aus. 

Gelbe Dotterkugeln. Schon nach 5 Minuten zitronengelb. Die Farbe 
nimmt später an Intensität zu, die Fettgranula der Kugeln bleiben jedoch 
immer gut sichtbar. Nach Zugabe des Wassers strömen die gelblichen 
Fettkórner aus der geplatzten Kugel und verblaßen binnen 2—5 Minuten. 

Übergangsdotter. Keine Reaktion mit dem Farbstoffe. 


Methylenblau nach Ehrlich. 


7. V. Weiße Dotterkugeln. Erst nach 30 Minuten nehmen sie eine helle 
blaugrüne Farbe an. Nach 90 Minuten wird der kórnige Inhalt etwas 
dunkler als der Rest der Kugel. „Nach Wasserzugabe platzen die Kugeln. 
Die ausgestoßenen Fettkörner verbleichen binnen 2—4 Minuten vollständig. 
Es findet keine Granulierung der homogenen Flüssigkeit statt. 

Gelbe Dotterkugeln. Nach 30 Minuten zeigen sie eine blaugrüne Farbe 
mit gut sichtbaren Fettgranula. Sogar nach 20-stündiger Einwirkung des 
Farbstoffes kommen ungefärbte Dotterkugeln vor. Nach Wasserzugabe 
Verhalten wie der weißen Dotterkugeln. 

Übergangsdotter. Keine Reaktion mit dem Farbstoffe. 


Janusgrün. 


9. V. Weiße Dotterkugeln. Bleiben noch nach 60 Minuten ungefärbt. 
Nach 20 Stunden nehmen sie eine einheitlich aschgraue Farbe an, nur in 
wenigen Kugeln sind die Fettkörner intensiver gefärbt. Nach Zugabe von 
Wasser (hypotonische Lösung) verbleichen die ausgestoßenen Körner nach 
2—5 Minuten. Keine Granula treten in der homogenen Flüssigkeit auf, sie 
wird jedoch wahrscheinlich in gewissem Grade in eine feste Phase über- 
geführt (sieh Leeitholyse S. 322). 

Gelbe Dotterkugeln. Verhalten identisch mit den weißen. 

Übergangsdotter. Schon nach 5 Minuten alle Kugeln aschgrau, in den 
Nischen schimmert noch etwas der rötliche Ton durch. Nach 60 Minuten 
werden alle einheitlich marineblau. Nach Zugabe von Wasser behalten 
alle Kugeln ihre Struktur und Färbung stundenlang. Nur einige, vielleicht 
mehr reife zerfallen in kleine Körner, die optisch den Fettkörnern der 
gelben Dotterkugeln gleichen. 


Trypanblau. 


10. V. Weiße Dotterkugeln. Nach 2—24 Stunden keine Reaktion mit 
dem Farbstoffe Nach Wasserzugabe platzen die Kugeln, ihre Fettkörner 
werden schon nach 5 Minuten hellblau. Eine sichtbare Veränderung der 
homogenen Flüssigkeit findet nicht st tt. 

Gelbe Dotterkugeln. Verhalten identisch wie der weißen. 

Übergangsdotter. Binnen 5—10 Minuten werden alle Kugeln lazurblau 
und behalten diese Farbe nach Wasserzugabe noch nach 48 Stunden. 
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Trypanrot. 


10. V. Weiße Dotterkugeln. Bleiben noch nach 60 Minuten ungefärbt. 
Nach Zugabe von Wasser platzt die Membran an einer Stelle und das 
Austreten der homogenen Flüssigkeit samt dem kórnigen Inhalte beginnt. 
Die Flüssigkeit mischt sich jedoch nicht mit dem Medium, sondern geht in 
eine festere Phase über. Die neu ausstrómenden Teile des Inhaltes unter- 
liegen demselben Schicksale. Infolgedessen bildet sich ein kontinuierliches 
schmales Band (Abb. 10 b, c), das sich vom Medium infolge seiner 
schlechteren Durchsichtigkeit gut abhebt und in welchem ein oder mehrere 
Fettkürner unbeweglich gefesselt sind. Am Ursprunge dieses Bandes haftet 
die leere Dotterkugelmenibran. Der ganze Prozeß spielt sich binnen 2-6 
Minuten ab. Die Fettkórner nehmen in einigen Minuten die rötliche Farbe an. 
In 30—60 Minuten zieht sich die Dotterkugelmembran in beschriebener 
Weise zu winzigen Tropfen zusammen und die in bandfórmiger Gestalt 
ausgezogene bomogene Flüssigkeit der Dotterkugel lóst sich spurlos im 
Medium auf. Die Fettkórner bleiben unverändert und behalten ihre rótliche 
Farbe stándig. 

Falls der osmotische Druck durch Wasserzugabe nicht so stark herunter- 
gesetzt wird, platzt die Dotterkugelmembran und die homogene Flüssigkeit 
tritt in Gestallt eines kleinen Zipfels aus der Dotterkugel heraus (Abb. 10 d). 
Sie geht sofort in eine feste Phase über und das weitere Ausstrómen des 
Inhaltes hórt auf. In dem Zipfel treten feine Granula auf; die Granulierung 
schreitet schnell gegen das Innere der Dotterkugel fort. Die Fettkörner, 
die sich innerhalb der geplatzten Membran befinden, färben sich rötlich an. 

Gelbe Dotterkugeln. Sie verhalten sich identisch wie die weißen. Sie 
nehmen in unversehrtem Zustande keine Farbe auf. In stark hypotonischer 
Lösung bilden sie ähnliche Bänder aus der homogenen Flüssigkeit mit den 
unbeweglich eingeschaltenen kleinen Fettkörnern (Abb. 10 8). In schwächer 
hypotonisch wirkenden Lösung trachtet der Inhalt der Dotterkugel durch 
den Schlitz in der Membran auszuströmen, aber der gleichzeitig statt- 
findende Übergang der homogenen Flüssigkeit der Dotterkugel in eine fes- 
tere Phase sistiert jedes Verschieben des Inhaltes. Die Dotterkugel nimmt 
eine unregelmäßig ovale (Abb. 10a) oder biskuitförmige Gestalt an. In 2—4 
Minuten beginnen die Fettkörner eine rötliche Farbe anzunehmen, die sie 
beständig behalten. 

Übergangsdotter wird in 2—3 Minuten einheitlich rot und verbleicht 
nicht nach Zugabe des Wassers. 


Sudan Ill. 


15. V, Weiße Dotterkugeln. Sie werden erst nach 20 Minuten zitronen- 
gelb; in den folgenden Stunden nimmt die Farbe an Intensität zu. Nach 
.3-tägigen Einwirkung von diesem Farbstoffe färben sich die meisten Kör- 
ner innerhalb der Kugel zitronengelb. Nach Zugabe des Wassers platzt 
die Kugel; die ausgestoßenen Fettkörner nehmen, falls sie noch farblos 
sind, in 5 Minuten die gelbe Farbe an und behalten sie ständig. Die Dotter- 
kugelmembran weist vorübergehend einen gelblichen Ton auf. In der homo- 
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genen Flüssigkeit mancher Dotterkugeln treten während dieser Vorgänge 
Granula auf. 

Gelbe Dotterkugeln. Verhalten identisch mit den weißen. Das Erwärmen 
der Präparate auf +[60—70]°C ruft ein intensiveres Färben beider Dotter- 
arten. 

Übergangsdotter. Erst nach 3-tägigen Einwirkung von Sudan tritt- 
eine hell gelbliche Farbe in dieser Dotterart auf. In den auf +[60—70]°C 


erwärmten Präparaten nehmen sie schon nach 20 Minuten die hellgelbliche 
Farbe an. 


II. Die in den entodermalen Zellen eingeschlossenen Dotterkugeln. 


Die Dotterkugeln, die in Gewebekulturen des Dottersackes zum Vor- 
schein gebracht werden, reagieren ähnlich auf die Vitalfarben wie die 
freien. Da jedoch die weißen Dotterkugeln nur selten in diesen Bedingungen 
vorkommen und der Übergangsdotter innerhalb der Zellen nicht festge- 
stellt wurde, beschränken sich diese Beobachtungen auf die gelben Dotter- 
kugeln. Die letzteren nehmen innerhalb der unversehrten Zellen diejenigen 
Farbstoffe auf, die die freien Dotterkugeln rasch färben; es kommen also 
Nilblausulfat, Brillanteresylblau, Neutralrot, Bismarekbraun und Sudan III 
in Betracht. Die basischen Farbstoffe verleien den Dotterkugeln in Gewebe- 
kulturen im allgemeinen dieselben Farben wie den freien. In vielen Ku- 
geln treten jedoch dunklere und grellere Flecke auf, die vielleicht mit den 
stattfindenden Verdauungsprozessen im Zusammenhange stehen. Die saueren 
Farbstofe (Trypanblau und Trypanrot) und Methylenblau dringen weder 
in iso- noch in hypotonischen Kulturmedien in die innerhalb der Zellen 
sich befindende nicht anverdaute Dotterkugeln. Janusgrün färbt die Kugeln 
nach dem Absterben der Zellen binnen 4—7 Stunden, Die Zugabe von 
Wasser zum Kulturmedium ruft durch Herabsetzen des osmotischen Druckes 
große Veränderungen in den Zellen hervor, die hier nicht besprochen wer- 
den (s. Grossfeld 1937). Die in den Zellen eingeschlossenen Dotterkugeln 
runden sich ab, manche platzen und ergießen ihren Inhalt samt dem Farb- 
stoff in das Medium oder in den Zelleib. Alle nieht vernichteten ver- 
bleichen nach gewisser Zeit (20—240 Minuten). 


Aus den Auszügen des Protokolls ergibt sich eine große 
Mannigfaltigkeit der Reaktion, welche die verschiedenen Farb- 
stoffe mit den Komponenten der Dotterkugeln eingehen. Auch 
die Art der Dotterkugeln spielt dabei eine gewisse Rolle, jeden- 
falls läßt sich das Verhalten des Übergangsdotters dem der bei- 
den anderen Arten scharf gegenüberstellen. 

Die unversehrte Membran der weißen und gelben Detter: 
kugeln bildet fiir manche angewandten Farbstoffe ein absolut un- 
überwindliches Hindernis; das gilt für die beiden saueren Farb- 
stoffe Trypanblau und Trypanrot. Janusgrün, ein basischer Farb- 
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stoff und Sudan III, ein indifferenter Farbstoff vermögen erst 
nach längerer Einwirkung ins Innere der Dotterkugel einzudringen. 
Dabei läßt sich optisch keine Beschädigung der Membran fest- 
stellen. Der Rest der untersuchten basischen Farbstoffe passiert mit 
‚größter Leichtigkeit die Dotterkugelmembran, nur dem Methylen- 
blau gelingt das etwas schwieriger. Von den Farbstoffen, die die 
Membran passieren, bleibt nur Sudan III und Bismarckbraun in 
ihr in geringer Menge verankert und zwar wahrscheinlich in den 
sie zusammensetzenden Lipoiden gelöst. 

Die andere Komponente der unversehrten Dotterkugeln — die 
homogene Flüssigkeit — kann nur mit denjenigen Farbstoffen 
reagieren, die in das Innere einzudringen im Stande sind. Alle 
basischen Farbstoffe verleihen ihr den eigenen Farbton, der 
bei längerer Einwirkungsdauer und stärkerer Konzentration der 
färbenden Lösung an Intensität zunimmt. Diese Verbindung des 
Farbstoffes und der homogenen Flüssigkeit ist nur im Inneren 
der frischen Dotterkugel haltbar. Falls die Flüssigkeit aus der 
Kugel heraustritt oder mit einem histologischen Fixierungsmittel 
gefällt wird, verbleicht sie binnen kurzen Zeit. 

Manche Farbstoffe wie Nilblausulfat und besonders Neutralrot 
flocken, in entsprechender Konzentration angewandt, homogene 
Flüssigkeit in Form von kleinen intensiv gefärbten Granula aus 
(Abb. 11). Diese Beobachtung wirft ein klares Licht auf das strittige 
Problem über die Gebilde, die mit basischen Vitalfarbstoffen rea- 
gieren, nämlich ob sie präformiert oder induziert sind. In unse- 
rem Falle ist die Vakuole der Dotterkugel präformiert, aber es 
können in ihr Granula induziert werden. Die homogene Flüssig- 
keit wird bei direkter Berührung mit Trypanrot, was nach Be- 
schädigung der Dotterkugelmembran geschieht, in eine festere 
Phase versetzt (Abb. 10). Das äußert sich in der Bildung von 
langen Bänden, in welchen die Fettropfen bewegungslos ver- 
harren. Janusgrün übt einen ähnlichen, obzwar quantitativ viel 
schwächeren Einfluß auf die in der geschlossenen Dotterkugel vor- 
handene Flüssigkeit aus. Es wird dies aus der Enthäutungsweise 
der Dotterkugel und aus dem Unterdrücken der Brown’schen 
Bewegung der Fettropfen ersichtlich (Abb. 8). 

Alle angewandten Farbstoffe tingieren den körnigen Inhalt 
der Dotterkugeln, wobei sich. jedoch große Unterschiede fest- 
stellen lassen. Sudan III, Trypanrot und Trypanblau verleihen 
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ihnen ihre charakteristische Farbe, die konstant sogar außerhalb 
der Dotterkugelmembran bestehen bleibt. Jedoch nur Sudan III 
ist im Stande, sich in den innerhalb der unversehrten Kugeln 
enthaltenen Fettkórnern zu lósen, die zwei anderen saueren Farb- 
stoffe tingieren die Körner erst nach Beschädigung der Membran. 
Neutralrot, Nilblausulfat, Brillanteresylblau und Bismarckbraun 
färben sie recht schnell, Methylenblau und Janusgrün erst nach 
längerer Einwirkung. Dies steht mit der Geschwindigkeit, mit 
welcher verschiedene Farbstoffe die Dotterkugelmembran passie- 
ren, im Zusammenhange. Die Verankerung der letzt aufgezählten 
Farbstoffe an den Fettkörnern ist nur innerhalb der unbe- 
schädigten Dotterkugeln beständig. In fixierten oder durch Ein- 
wirkung der hypotonischen Lösungen zum Platzen gebrachten 
Dotterkugeln verbleichen die Fettkörner gänzlich. Die basischen 
Farbstoffe gehen also mit den Fettkörnern in eine labile Ver- 
bindung ein. 

Daß die Fettkörner auf die basischen Farbstoffe reagieren, 
ließe sich mit der Annahme erklären, daß dieselben an ihrer 
Oberfläche mit einer feinen Proteinschicht umgeben sind. Cham- 
bers und Ludford konnten nämlich die Anwesenheit einer 
solchen an der Oberfläche der Fettropfen in lebenden Zellen ver- 
mittelst des Mikromanipulators aufweisen. Die basischen Farb- 
stoffe würden also in eine labile Verbindung mit der Protein- 
hülle der Fettkórner treten, die außerhalb der Dotterkugel auf- 
gegeben wird. Der unversehrte Zustand der Dotterkugel ist für 
das Zustandekommen dieser Färbung eine grundsätzliche Vor- 
bedingung, was sich in Gewebekulturen feststellen läßt. Falls eine 
lebende Zelle eine Dotterkugel und im Plasma zerstreute Fett- 
tropfen besitzt, tingieren die basischen Farbstoffe nur den kör- 
nigen Inhalt der Dotterkugel, die im Zellplasma zerstreuten Fett- 
tropfen, obwohl sie eine proteinhaltige Hülle besitzen, bleiben 
farblos. 

Der Übergangsdotter färbt sich rasch und intensiv mit Janus- 
grün, Trypanblau und Trypanrot, mit einer Verzögerung mit 
Sudan III. Diese Verbindungen sind dauerhaft, sie werden sogar 
nach einem 4-tägigen Aufenthalte in hypotonischer Lösung nicht 
aufgegeben. Die Affinität zum Janusgrün stellt den Übergangs- 
dotter den Mitochondrien zur Seite. Derselbe kann auch aus 
»lipoides phosphorés« bestehen, die mit mitochondrialen Färbe- 


rcin.org.pl 


Zur Morphologie des Hühnereidotters 533 


mitteln reagieren (Mayer, Rathery & Schaeffer) Sein 
Verhalten dem Trypanblau und Trypanrot gegenüber weist auf 
eine fetthaltige Natur hin. Das Fett muß jedoch in einem spe- 
ziellen Zustande auftreten, wenn es sich mit Sudan III so lang- 
sam und so schwach färbt. Die Sudanfärbung ist ein physika- 
lischer und kein chemischer Vorgang, der Farbstoff löst sich im 
Fett auf. Die Substanz des Übergangsdotters ist sehr zäheflüssig, 
deshalb spielt sich der Lösungsprozeß sehr langsam ab, er kann 
jedoch durch die Erhöhung der Temperatur der untersuchten 
Proben auf +[60—70]°C beschleunigt werden. Auch die Beob- 
achtungen dieser Dotterart im Dunkelfelde des Zeiss'schen Epi- 
koudensors sprechen für seinen fettartigen Charakter. 


Einwirkung von Joddämpfen. 


Jod wird in den chemischen Untersuchungen des Fettes.zur Bestim- 
mung der s. g. Jodzahlen des Fettes gebraucht. Dasselbe flockt auch die 
Eiweißkörper aus und denaturiert die großen Eiweißmoleküle. In den Unter- 
suchungen wurde ein Bruchteil eines Jodkristalls auf den Boden des Aus- 
schliffes des Objekttragers gelegt und vermittelst des Deckglases her- 
metiseh zugedeckt. Auf diese Weise gelangte der am Deckglase hängende 
Tropfen der Dotteremulsion in eine geschlossene Kammer, in welcher sich 
die Joddämpfe allmählich konzentrierten. 


Die Kugeln des weißen Dotters, die nur einen großen Fett- 
tropfen enthalten, zeigen unter dem Kinfluße der Joddämpfe 
charakteristische Umwandlungen. Zuerst reagiert der große Fett- 
tropfen, der sich in der Kugel befindet. Er nimmt eine grelle, 
gelbe Farbe an, die in 20 —50 Minuten in eine rötlichbraune, an 
Dunkelheit stets zunehmende übergeht. Fast gleichzeitig treten 
in der homogenen Flüssigkeit, die die Dotterkugel ausfüllt, un- 
regelmäßige feine Flocken auf (Abb. 14a). Sie verflechten sich 
miteinander zu einer Art dichten Filzes und nehmen eine gelb- 
liche Färbung an. Es kommt also zur Koagulation der protein- 
haltigen Bestandteile der Kugel.. 

Ungefähr nach 30 Minuten der Einwirkung der Joddämpfe 
beginnt die Membran der Dotterkugel sich ausdehnen. Sie hebt 
sich allmählich von dem Filzbelag der Kugel ab (Abb. 14b). 
In dem Raume, welcher sich zwischen beiden Komponenten der 
Dotterkugel ausbreitet, kommen keine Granula vor, so daß der- 
selbe mit dem Mikroskope betrachtet leer erscheint. Diese Eigen- 
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tümlichkeit springt um so stärker in die Augen, da auch außer- 
halb der Membran viele Granula im flüssigen Medium vorhanden 
sind. Dieser Zustand dauert 20—40 Minuten; die Membran wird 
immer schwächer sichtbar, der durch Granula nicht eingenommeno 
Raum dehnt sich weiter aus. Die Oberfläche der ausgedehnten 
Membran übertrifft mehr als um das zweifache die ursprünglichen 
Ausmaße. Schließlich verschwindet die Membran, die dem Medium 
angehörenden Granula füllen den optisch leeren Raum aus. Das 
spielt sich langsam und ohne jede Erschütterung ab; wäre der 
erwähnte Raum wirklich leer, so müßte das Schwinden der Mem- 
bran heftige zentripetale Strömungen verursachen. Der optisch 
leere Raum wurde wahrscheinlich vou einer proteinlosen Flüssig- 
keit ausgefüllt, die nicht koagulierte und die vom Medium hinein- 
diffundierte. 

Das verfiltzte Koagulat der Dotterkugel lockert sich nach 
Verschwinden der Membran teilweise (Abb. 14c) und seine ur- 
sprünglichen, der ehemaligen Dotterkugel entsprechenden Umrisse 
schwinden. Irgend welche weiteren Veränderungen ließen sich 
während 12 Stunden der weiteren Einwirkung der Joddämpfe 
nicht feststellen, nur die Farbe aller Bestandteile der Dotterkugel 
wurde dunkler. 

Ganz anders verhalten sich die Kugeln des gelben Dotters. 
Sie nehmen sehr schnell eine grelle gelbe Farbe an, die allmählich 
in eine rötlichbraune und schließlich in eine schwarze übergeht. 
Gleichzeitig mit dem Dunkelwerden der Dotterkugel treten auf 
ihrer ganzen Oberfläche kleine runde Tropfen auf, die ihr mit 
eigener Grenzfläche ansitzen (Abb. 13 b, c). Die Farbe dieser Trop- 
fen ist immer greller als die der Dotterkugel selbst. Die Tropfen 
brechen dabei das Licht stark, was sie noch mehr von der matten 
Dotterkugel abhebt. Der ganze Prozeß spielt sich in 30—60 Mi- 
nuten ab. Nach Zugabe von Dioxan im Überschuß, der ein aus- 
gezeichneter Fettlósungsmittel ist, verflüssigen sich die Tropfen 
und verschwinden. Die Dotterkugel selbst bleibt dagegen unver- 
ändert. Die Tropfen bestehen also aus Fett, das aus der Dotter- 
kugel durch die Einwirkung von Jod ausgeschwitzt wird; die 
koagulierten Proteine bilden die Masse der Kugel. 

Die weißen Dotterkugeln, die mehrere Fettkórner enthalten, 
nehmen in ihrer Reaktionsweise mit Joddämpfen eine Mittel- 
stellung ein. Einerseits koaguliert die homogene Flüssigkeit und 
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große Fettropfen bleiben im Inneren der Dotterkugeln, ander- 
seits treten winzige Fettropfen auf die Oberflüche der Kugeln 
und die Membran hebt sich nicht von dem Koagulat ab (Abb. 13a). 

Der Übergangsdotter wird unter Einwirkung von Joddámpfen 
gelblich, seine Nischen schimmern jedoch rötlich durch. Nach 
mehreren Stunden wird er gänzlich rötlichbraun. Dabei verändert 
sich seine Viskosität nicht; Schütteln und Klopfen des Objekt- 
trägers führt nicht zu seiner Abrundung. 


Die Dotterkugeln und das Medium nehmen allmählich unter Einwirkung 
der Joddämpfe eine gelbliche ins braune übergehende Farbe an, so daß 
schließlich das ganze Präparat undurchsichtig wird. Ammoniakdämpfe bin- 
den das die Färbung verursachende Jod und lassen das Präparat abbleichen; 
es kann also bei entsprechend langer Einwirkung der Ammoniakdämpfe 
das Medium ganz aufgehellt und die Dotterkugeln abgedeckt werden. Auf 
diese Weise werden sie für die mikroskopische Beobachtung zugänglich 
gemacht. 


In Kulturen des Dottersackes sind die gelben Dotterkugeln 
gut sichtbar. Unter der Einwirkung der Joddämpfe nehmen nach 
2—3 Minuten alle Fettropfen des Protoplasmas sowie die Dotter- 
kugeln eine gelblichbraune Farbe an, etwas später geschieht das 
mit dem Zellplasma. Die in den Dotterkugeln enthaltenen Fett- 
tropfen fließen allmählich in 10—30 Minuten in einen großen 
Tropfen zusammen (Abb. 15). 

Die Joddämpfe üben also einen mannigfaltigen Einfluß auf 
die freien und in den Zellen eingeschlossenen Dotterkugeln aus. 
. Sie flocken die homogene, proteinhaltige Flüssigkeit der Dotter- 
kugel aus und verflüssigen sowie schwitzen in manchen Fällen 
die Fettropfen aus. Die letzteren Erscheinungen lassen sich viel- 
leicht auf die Reaktion der Joddimpfe mit dem Eiweiß zurück- 
führen. Jod denaturiert die großen Eiweißmoleküle und macht 
das Eiweißmaterial porös. Gleichzeitig vernichtet es den eiweiß- 
haltigen Film auf der Oberfläche der Fettropfen, was zur be- 
trächtlichen Erhöhung der Oberflächenspannung führt. Die beiden 
erwähnten Momente bedingen das Zusammenfließen und Aus- 
treten des fetthaltigen Inhaltes aus den Dotterkugeln. 

Die Unterschiede in der Reaktionsweise der freien und in 
der Zelle geschlossenen gelben Dotterkugeln lassen sich vielleicht 
damit erklären, daß in der entodermalen Zelle beim Koagulieren 
des Zellplasmas ein genau durch die Dotterkugelmembran um- 
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schriebener Raum für die Dotterkugel zurückgelassen wird. Inner- 
halb dieses Raumes fließen die Fettropfen unbehindert zusammen 
und die proteinhaltige Flüssigkeit nimmt eine periphere Lage ein. 
Bei den freien Dotterkugeln bleibt die Wirkung des Zelleibes 
aus und die Fettropfen können auf ihre Oberfläche gelangen. 

Die Membran der freien, einkörnigen, weißen Dotterkugeln 
dehnt sich beträchtlich aus, die der gelben bleibt an der ur- 
sprünglichen Stelle bestehen, weil die ausgepressten Fettropfen 
sie an dem proteinhaltigen Koagulat der Dotterkugel festhalten. 
Die Fettropfen, die in den weißen, vielkörnigen Dotterkugeln 
auf ihrer Oberfläche auftreten, verhindern auch bei ihnen das 
Ausdehnen der Dotterkugelmembran. 


Einwirkung von Dioxan. 


Dioxan (Diäthylendioxyd) wurde in die histologische Technik unlängst 
als ein gutes Entwässerungsmittel eingeführt (Graupner & Weissberger), 
nachher fand es auch als Fixierungsmittel Anwendung (Szarski). Es ist 
auch ein ausgezeichnetes Lösungsmittel für verschiedene Fette und Fett- 
farbstoffe. Diese vielseitige Wirkung des Dioxans untersuchte ich auch an 
den Dotterkugeln. Es wurde entweder eine käufliche Stammlösung oder 
eine mit Tyrode’scher Flüssigkeit verdünnte tropfenweise dem frischen 
Präparate auf dem Deckglase zugegeben und die Reaktion sofort unter 
dem Mikroskope verfolgt. Eine Zugabe von Sudan 111 zum Dioxan ließ 
ohne jeden Zweifel die fettige Natur der mit demselben reagierenden 
Gebilde feststellen. 


Ein Teil der weißen Dotterkugeln platzt schnell unter Ein- 
wirkung des Dioxans. Die homogene Flüssigkeit mischt sich ohne 
weiteres mit dem Medium, der körnige Inhalt bleibt unversehrt 
und nimmt die rötliche Farbe von Sudan III an. Der Rest dieser 
Dotterkugeln wiedersetzt sich einige Zeit der Dioxanwirkung 
und verankert die rótliche Farbe von Sudan III in der Membran, 
läßt sie jedoch nicht ins Innere hinein. Schließlich platzen alle, 
manche erst nach 10—12 Stunden, und ihre Membranen ziehen 
sich zu winzigen Körnern zusammen, die jedoch die rötliche 
Farbe längere Zeit aufweisen. Dioxan löst also die Membran 
der weißen Dotterkugeln auf und Sudan III verleiht ihr seine 
Farbe. 

In den gelben Dotterkugeln treten unter der Einwirkung 
der..Stammlösung von Dioxan die Fettropfen auf ihrer Ober- 
fläche hervor (Abb. 16). Meistens sitzen sie dicht nebeneinander 
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auf der ganzen Oberfläche der Dotterkugel. Sie besitzen die Ge- 
stalt kleiner Kolben, die mit ihrem Halse in der Dotterkugel 
stecken und mit ihrem geschwellten Leibe nach außen ragen. 
Oft bildet das Fett einen oder zwei große Tropfen (Abb. 16), 
die mit der Dotterkugel zusammenhängen. In diesem Falle sind 
sie kugelrund und stecken mit ihrer Grenzfläche tief in der 
Dotterkugel. Das in Dioxan gelöste Sudan III verleiht den Fett- 
tropfen eine grellrote Färbung, der proteinhaltige Rest des Dotters 
bleibt schmutzig grau. Die Einwirkung von Dioxan auf den kör- 
nigen Inhalt dieser Dotterkugeln ähnelt der von Joddämpfen. 

Anders reagieren die gelben Dotterkugeln, wenn sie mit 
10—15-mal verdünntem Dioxan behandelt werden. Die Dotter- 
kugeln koagulieren unter Einwirkung solcher Lösung, auf ihrer 
Oberfläche treten jedoch keine Fettropfen auf (Abb. 18 b). Ähn- 
liches läßt sich feststellen, wenn die Dotterkugeln mit irgend- 
einem Fixierungsmittel z. B. Perenyj’schen Flüssigkeit koagu- 
liert und nachher mit unverdünntem Dioxan behandelt werden 
(Abb. 18a). 

Der Übergangsdotter scheint mit Dioxan nicht zu reagieren. 

Parallele Versuche mit Dotterkugeln, die in kultivierten Dotter- 
sackzellen gut sichtbar sind, ergaben große Unterschiede im Ver- 
gleiche mit denen, die mit freien Dotterkugeln erzielt waren. 

Die einkörnigen, weißen Dotterkugeln weisen verhältnismäßig 
kleine Veränderungen bei diesen Untersuchungen auf. Es koa- 
guliert nur ihre homogene, proteinhaltige Flüssigkeit. Die Umrisse 
der Dotterkugel sowie die im Inneren enthaltenen Fettkörner 
bleiben unverändert (Abb. 20). Die letzteren lösen sich sogar nicht 
in im Überschuß angewandtem Dioxan, was sie vom Verhalten 
der Fettropfen des Zellplasmas unterscheidet, die spurlos ausge- 
waschen werden. | 

Die Körner der gelben Dotterkugeln fließen unter der Ein- 
wirkung von Dioxan sehr schnell zusammen (Abb. 20) und bilden 
einen großen unregelmäßigen Fettklumpen, der oft in der Mitte 
ein Loch aufweist und dessen Ausmaße kleiner als die der ur- 
sprünglichen Dotterkugel sind. Kräftiges Schütteln der Präparate: 
führt nicht zur Abrundung des Fettklumpens. Wenn die ange- 
wandte Menge des Dioxans um das 2—3-fache den Umfang der 
Kultur samt Nährboden übertrifft, springen die frisch zusammen- 
geflossenen Fettropfen aus der Zelle heraus und fallen in die 
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die Kultur umgebende Flüssigkeit. Auch andere Fettinklusionen 
der Zellen werden gleichzeitig ausgewaschen. 

Wird die Kultur mit Perenyj’scher Flüssigkeit fixiert und 
erst nachher mit Dioxan behandelt, so fließt der körnige Inhalt 
der Dotterkugel zusammen (Abb. 19) und bildet einen regelmäßig 
abgerundeten Tropfen. Falls mehrere Tropfen sich bilden oder 
unregelmäßige Umrisse haben, es genügt ein schwaches Schütteln 
des Präparates, um sie zu einem abgerundeten Tropfen zu verei- 
nigen. Die ursprünglichen Umrisse der Dotterkugel färben sich 
sehr leicht mit Sudan III und heben sich dadurch von dem um- 
gebenden Zellplasma ab. Vielleicht wird der Farbstoff durch die 
Dotterkugelmembran aufgenommen. 

Diese Experimente deuten darauf hin, daß Dioxan den kör- 
nigen Inhalt der Dotterkugeln verflüssigt und gleichzeitig mit 
Sudan III färbt. Dioxan führt auch zum Verschmelzen der win- 
zigen Körnern in größere Fettropfen. Gleichzeitig koaguliert es 
die homogene proteinhaltige Flüssigkeit der Dotterkugel. Falls 
diese Prozesse, die Verflüssigung des Fettes und das Koagulieren 
der Proteine sich gleichzeitig und entsprechend schnell abspielen, 
treten auch die Fettropfen auf der Oberfläche der Dotterkugel auf. 
Koagulieren die Proteine langsam oder zeitlich früher, was durch 
Einwirkung der üblichen Fixierungsmittel oder des verdünnten 
Dioxans erzielt wird, so bleibt das Austreten der Fettkörner auf 
der Oberfläche der Dotterkugel ans. Ähnliches läßt sich durch 
die Einwirkung von Sublimatlösung erziehlen. In verdünntem 
‚Zustande koaguliert es nur Proteine, die gesättigte Lösung führt 
zum Austreten von kleinen Fettropfen auf der Oberfläche der 
gelben Dotterkugeln (Abb. 6a). Auch Virchow erzielte ähnliche 
Bilder beim Behandeln des Dotters mit starkem Alkohol. 

Das Zusammenfließen und Austreten der Fettropfen unter 
Einwirkung von Dioxan und Sublimat läßt sich ähnlich wie bei 
Jodbehandlung auf die chemischen Veränderungen des Eiweißes 
und der damit verbundenen Erhöhung der Oberflächenspannung 
der Fettropfen zurückführen. Die Wirkung von Dioxan wird 
noch dadurch verstärkt, daß dieses Reagens sich in den Fett- 
tropfen löst und sie verflüssigt. Die auf der Oberfläche der Dotter- 
kugeln nach Behandlung mit Dioxan auftretenden Fettropfen 
sind deshalb viel größer als die durch Jod- oder Sublimatwirkung 
hervorgerufenen. 
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Da Dioxan alle Tiergewebe gründlich entwüssert, kónnten die 
damit verbundenen Veründerungen des Volumens der Dotterkugel 
für die beschriebene Erscheinung verantwortlich gemacht werden. 
Gegen diese Annahme spricht folgendes Experiment. Die molare 
Lösung von NaCl wirkt auf die Dotterkugeln als eine stark 
hypertonische Flüssigkeit, indem sie ihnen Wasser entzieht. Dabei 
kann sich auch ihre kugelige Gestalt in eine mehr oder weniger 
spindelfórmige verändern. Die Behandlung solcher entwüsserter 
Dotterkugel mit ungelóstem Dioxan ruft das Austreten von Fett- 
tropfen auf ihrer Oberfläche (Abb. 17) hervor. Dieselben unter- 
scheiden sich aber von denen, die auf normalen Dotterkugeln 
erscheinen durch ihre Gestalt, sie sind nämlich kugelrund (die an- 
deren waren kolbenförmig) und sitzen den Dotterkugeln mit ihrer 
Oberflàche nur lose auf. 


Einwirkung von Ätherdämpfen. 

Ein kleiner Tropfen von Äther ( Aether sulfuricus) wird in die Luft- 
kammer zwischen Deckglas und Objektträger gebracht. Die Äther- 
dämpfe, die sich in ihr sammeln, wirken direkt auf die Dotter- 
kugeln, die vom Objektträger herunterhängen. 

Die weißen Dotterkugeln platzen und schleudern ihren Inhalt 
heraus. Die zurückgebliebene Membran schließt sich zusammen 
und bildet einen Schatten, der schnell in beschriebener Weise 
schwindet. Nur in einer geringen Anzahl der Dotterkugeln fließt 
der körnige Inhalt langsam heraus, anstatt herausgeschleudert 
zu werden. 

Die Kugeln des gelben Dotters platzen an einer schmalen 
Stelle (Abb. 21a). Von dort schreitet die Schlitzbildung in beiden 
Richtungen fort, bis ein Kreis im Aquator umschrieben und in 
sich geschlossen wird. Gleichzeitig flacht sich die Kugel an der 
gesprungenen Stelle ab. Die Dotterkugelmembran zieht sich zu 
einem winzigen grauen Fleck und schwindet im flüssigen Medium 
unterhalb des körnigen Inhaltes der Dotterkugel. Die Körner 
hängen eine Weile zusammen, den ursprünglichen abgerundeten 
Platz der Dotterkugel einnehmend (Abb. 21b). Nachher strömen 
sie rasch auseinander und zerstreuen sich im Medium (Abb. 21 c). 

Von der Größe des Äthertropfens hängt es ab, wie lange 
dieser Prozeß währt und wie viel Kugeln ihm unterliegen. Es 
dauert 2—4 Minuten bis die ersten Tropfen zu platzen beginnen, 
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die letzten tun das erst ungefähr nach 10—14 Minuten. Die Schlitz- 
bildung in der Dotterkugelmembran nimmt 3—10 Sekunden in 
Anspruch und in 1—3 Minuten sind die Körner vollständig zer- 
streut. 

Die feinkórnige Kugel des gelben Dotters reagiert in Gewebe- 
kulturen auf die Einwirkung der Ätherdämpfe später als die Fett- 
tropfen des Plasmas, die schon nach 2 Minuten zusammenzufließen 
anfangen. Erst nach 3—5 Minuten schwindet die Dotterkugel- 
membran (Abb. 22), was sich durch die Umwandlung der glatten 
Umrisse in ausgefranste äußert. Die Fettkörner fließen allmählich 
in immer größere Fettropfen zusammen und in 20—30 Minuten 
bildet sich an Stelle der Dotterkugel ein großer oder einige klei- 
nere Tropfen. Das Verhalten der Zellen selbst in diesen Experi- 
menten wurde nicht näher studiert (sieh Rosenfeld). 

Ätherdämpfe tragen also zur Vernichtung der Dotterkugel- 
membranen bei und ermöglichen das Zusammenfließen der Fett- 
körner oder ihr Auseinanderweichen, je nachdem sie auf die freie 
oder in Zellen eingeschlossene Dotterkugeln wirken. Das Auftreten 
der Fettropfen auf der Oberfáche der freien, gelben Dotterkugeln 
bleibt aus, weil Äther die Kugelmembran noch vor der Einleitung 
der chemo-physischen Vorgänge innerhalb derselben vernichtet. 


Diskussion. 

Reichert berichtet in seinen gründlichen Untersuchungen, 
daß der Dotter des Hühnereies aus mannigfaltigen Kugeln besteht, 
die eine verschiedene Zahl von Körner enthalten, deren Größe 
auch recht variabel ist. Dem Aussehen nach ähneln die meisten 
Körner den Fettropfen. Eine Membran bedeckt die Oberfläche 
der Kugel. Durch mechanische Eingriffe kann sie zum Platzen 
gebracht werden. Die Anwesenheit dieser Membran, welche ehe- 
mals als der wichtigste Bestandteil der Zelle betrachtet wurde, 
führte ihn zu der irrtümlichen Meinung, daß die Dotterkugeln 
Zellen seien. Er glaubte auch in manchen Kugeln Zellkerne zu 
sehen. Ähnlicher Anschauung waren Coste und His. Aber durch 
die Untersuchungen von Leukart, Remak, Thomson, Kól- 
liker, Virehow, Balfour und anderen wurde festgestellt, 
daß die weißen Dotterkugeln keine Zellen, sondern unbelebte 
hochorganisierte Gebilde sind. In den letzten Jahren verfechten 
wiederum Lepeschinskaja und Scheinis in wenig über- 
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zeugender Weise die Ansicht, daß die weißen Dotterkugeln sich 
in Zellen umwandeln können. 


Zur Beurteilung des Wertes ihrer Ergebnisse mögen folgende Bemer- 
kungen genügen: 1. Lepeschinskaja scheint nicht zu wissen, wie die 
weißen Dotterkugeln, die sich in Zellen umwandeln sollen, ausschauen. 
Das, was sie abbildet und beschreibt, ist der „Schatten“ der gelben Dotter- 
kugel. 2. Die Granula der nicht fixierten Dotterkugel fließen zusammen 
und bilden den Kern; wie das chemisch möglich ist, bleibt unerklärt, zu- 
mal da die Granula Fettropfen sind. 3. Die amöboiden Bewegungen der 
weißen Dotterkugeln (Abb. B. 1—10, 1936) sollen letztere von den gelben 
unterscheiden. (Identische und noch viel stärkere Bewegungen der Membran 
aller Dotterkugeln erzielte ich durch Einwirkung einer stark hypertonischen 
NaCl Lösung. Auch in normaler Emulsion wurden öfters ähnliche Bewe- 
gungen beobachtet). Diese Erscheinungen gehören in die Reihe der Myelin- 
figuren und haben mit ,Plasmabewegungen^ nichts gemeinsames. 4. Die 
Abbildungen, die auf Grund photographischer Aufnahmen hergestellt sind, 
sind nicht überzeugend. Die Skizze (Abb. 25, Seite 67, 1936) stellt zwei Zellen 
in der Telophase dar. Die dazu gehörende Photographie (25 a, Seite 67, 1936) 
stellt zwei sich dieht anliegende gelbe Dotterkugeln dar. Von mitotischen 
Figuren ist nichts zu sehen. Ähnliches gilt für die Photos 4 und 5, Ta- 
fel 6, 1937. 


Es wurden von den erwähnten Autoren mit Recht zwei Dotter- 
arten unterschieden, nämlich der weiße und der gelbe, denen 
jetzt noch der Übergangsdotter hinzugefügt wird. Die wichtigsten 
morphologischen Komponenten der zwei ersten Dotterarten sind: 
die homogene eiweißhaltige Flüssigkeit, die sie umgebende Mem- 
bran und die in ihr schwebenden Fettkugeln. 

Die Dotterkugelmembran wurde außer von Reichert noch 
von Coste, His, Virchow und Schenk beobachtet. Sie stel- 
len ihre Anwesenheit fest, beschäftigen sich aber mit ihren 
Eigenschaften nicht. Die vorliegenden Untersuchungen weisen 
auf das analoge Verhalten dieser Membran in verschiedenen ex- 
perimentellen Zuständen mit dem der Zellmembran hin. Die An- 
schauungen über die Struktur der Zellmembran könnten also 
vielleicht auch auf die Dotterkugelmembran angewandt werden. 
Beim Aufstellen jeder Theorie über den Bau der Zellhaut müssen 
jedoch einige allgemeine Beobachtungen berücksichtigt werden, 
nämlich daß sie eine halbdurchlässige Membran ist und daß die 
Eintrittsgeschwindigkeit verschiedener Substanzen in das Zell- 
innere durch ihre Lipoidlöslichkeit und ihr Molekularvolumen 
bedingt sind. Nach langjährigen Forschungen und Diskussionen 
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kommt man jetzt zu der Überzeugung, daß die tierische Zell- 
membran aus einem dünnen vielleicht aus einem monomolekularen 
Lipoidfilm besteht, welchem Eiweißmoleküle beigemengt sind. Da- 
bei ist die Frage noch offen, ob die beiden Komponenten in 
einer Schichte auf der Zelloberfläche ausgebreitet sind oder ob 
sie separate sich anliegende Filme bilden. Fraglich ist weiter, ob 
die Zellhaut einheitlich oder porös ist (Wilbrandt, Lepesch- 
kin, Slawinski). 

Die Dotterkugelmembran verhält sich wie eine halbdurch- 
lassige Membran. Sie gestattet das Eintreten von Wasser und 
"mancher basischen vitalen Farbstoffe in das Innere der Dotter- 
kugel, hält jedoch die angewandten saueren Farbstoffe auf. Das 
Verhalten der basischen Farbstoffe beweist, daß in der Membran 
Lipoide anwesend sind, in denen sie sich leicht lösen und schnell 
in das Innere der Dotterkugel eindringen. Dasselbe ist auch aus 
der Wirkung des Äthers ersichtlich, dessen Dämpfe Lipoide auf- 
lösen und auf diese Weise die Dotterkugelmembran zerstören. 
Der ausgesprochene Fettfarbstoff, das Sudan III, färbt sie in 
unversehrtem Zustande auch etwas an. Die vorliegenden Unter- 
suchungen liefern keine Beweise, daß in der Membran Eiweiß- 
moleküle an- oder abwesend sind. 

Es wird angegeben, daß die Zellmembran 33 Ä beträgt, was 
der Länge des höheren Fettsäuremoleküls entspricht (Fricke 
aus Wilbrandt). Das Experiment mit Joddämpfen scheint da- 
rauf hinzuweisen, daß die Dotterkugelmembran aus mehreren 
Schichten von Molekülen besteht. Sie dehnt sich nämlich so 
stark aus, daß ihre ursprüngliche Oberfläche sich mehr als um 
das zweifache vergrößert. Auch bei Beobachtung der platzenden 
Membranen unter dem gewöhnlichen Lichtmikroskop hat man 
den Eindruck, daß ihre Dicke wahrnehmbar, obzwar direkt schwer 
meßbar ist. 

Weitere Eigenschaften, die die Dotterkugelmembran charak- 
terisieren und die auch der tierischen Zellhaut eigen sind, bilden 
Elastizität, Steifheit, Dehnbarkeit und Viskosität. 

Die Membran ist sehr elastisch, was den Dotterkugeln eine 
zeitliche Deformierung ermöglicht. Falls die Dotterkugeln dicht 
aneinander rücken, flachen sich diejenigen Stellen ihrer Ober- 
fläche, die sich berühren, ab. In entsprechendem Momente nehmen 
sie wiederum die kugelige Gestalt an. In den auf dem Deckglase 
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lang ausgezogenen, entodermalen Zellen eingeschlossen dehnen 
sie sich in die Breite aus, in den zusammengezogenen Zellen 
runden sie sich wiederum ab. Es ist eine gewisse Kraft nötig, um 
die Dotterkugel zu deformieren. Die eigene Schwerkraft genügt nicht 
dazu; falls die Dotterkugel im isotonischer Salzlósung auf das Deck- 
glas herabsinkt, plattet sie sich nicht ab. Die Dotterkugel weist also 
eine gewisse Steifheit auf, die im hohen Grade von dem Turgor 
ihres Inhaltes abhängt. Aber auch die Steifheit der Membran 
spielt dabei eine gewisse Rolle. Die »Schatten« der Dotterkugeln, 
d.h. die leeren Membranen, behalten doch mehrere Minuten ihre 
ursprünglichen Umrisse; erst allmählich fallen sie zusammen und 
fließen zu einigen winzigen miteinander verbundenen Tropfen zu- 
sammen. Die Zellhaut der Erythrozyten der Wirbeltiere und be- 
sonders derjenigen von Cryplobranchus alleghaniensis ist ebenfalls 
elastisch und steif, so daß sie in unversehrtem Zustande ihnen 
eine ovale Gestalt verleiht (Seifriz). 

Eine weitere Eigenschaft der Dotterkugelmembran bildet ihre 
große Dehnbarkeit. Unter Jodeinwirkung dehnt sie sich auf den 
einkörnigen ‚weißen Dotterkugeln so stark aus, daß sie ihre ur- 
sprüngliche Oberfläche mehr als um das Zweifache vergrößert. 
Diese Eigenschaft der Dotterkugelmembram läßt sich auch noch 
auf folgende Weise in der Dotteremulsion feststellen. Durch An- 
legen eines Löschpapiers werden in dem am Deckglase hängenden 
Tropfen heftige Strömungen erzeugt, welche die Dotterkugeln 
mit sich reissen und dem Löschpapier zuführen. Dabei heften sich 
manche von ihnen an das Deckglas an. Die nächstfolgenden stoßen 
auf sie und können dort aufgestaut werden. Der andauernde 
Flüssigkeitsstrom stößt weiter auf sie, preßt sie an die am Deck- 
glase haftenden Dotterkugeln und zieht sie m die Länge aus. 
Dabei dehnt sich die Membran und platzt schießlich, falls sich 
die ganze Kugel nicht früher aus dem Verbande mit den anderen 
loslöst. Die Dehnbarkeit der Zellmembran wurde auch schon nach- 
gewiesen. Fauré-Fremiet zog vermittelst Mikronadeln die Zell- 
haut der Leukozyten von Polychaeten in lange Fäden aus. Seifriz 
konnte dasselbe mit den Erythrozyten von Cryptobranchus aus- 
führen. 

Die Membran der unversehrten Dotterkugel scheint nicht 
klebrig zu sein. Weder Tuschpartikel noch freie Fettropfen 
heften sich an ihrer Oberfläche an. Nach Zugabe von Tusche 
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zur Dotteremulsion, weisen ihre Partikel heftige Brown’sche Be- 
wegungen auf. Diejenigen von ihnen, die sich in nächster Nach- 
barschaft der Dotterkugeln befinden, behalten ihre Beweglichkeit 
nach den Beobachtungen bis zu 48 Stunden bei. Die Tuschpartikel 
flocken sich in dieser Zeit zu großen Klumpen zusammen, die sich 
weiter in dem flüssigen Medium bewegen. Sie würden bewegungs- 
los sein, falls sie an die Dotterkugelmembran angeklebt wären. 

Wenn jedoch die Membran in der hypotonischen Lösung platzt, 
so verklebt sich der Schlitz spurlos, nachdem der Inhalt der Ku- 
gel ausgestoßen worden ist. Falls die starken, eben erwähnten 
Flüssigkeitsströmungen eine Dotterkugel zerreissen, so ziehen sie 
auch Abschnitte ihrer Membran nach sich. Die Membranen wer- 
den dabei oft auf dem Deckglase zerschmiert und bleiben an ihm 
minutenlang in Gestalt feiner Ausstriche kleben. Ähnliche Beob- 
achtungen an tierischen Zellmembranen fehlen. Die Zellen mancher 
Gewebe wachsen in Kulturen, miteinander in Gestalt einer Membran 
verbunden; ob dieser Verband durch Adhäsion oder durch Ver- 
klebung zustande kommt, wurde nicht entschieden. Jedenfalls ist 
er ganz lose, weil die Beschädigung oder Vernichtung einer Zelle 
mit der Mikronadel ohne Einfluß auf den Zustand der Nachbar- 
zellen ist (Kredel, Chambers und Ludford). 

Es wäre noch die Erscheinung zu erwähnen, welche die Ver- 
bindung der Dotterkugelmembran mit dem flüssigen Inhalte der 
Dotterkugel veranschaulicht. Diese beiden Komponenten können 
sehr leicht voneinander geschieden werden. Beim Platzen der 
Kugel verläßt die homogene Flüssigkeit samt Fettkörnern die 
Membran; unter Umständen kann sich dieser Prozeß wie cine 
Häutung abspielen und die beiden Bestandteile der Dotterkugel 
können eine gewisse Zeit als selbstständige Gebilde verharren. 
Ein analoges Bild bieten die Pflanzenzellen während der Plasmo- 
ptyse. In diesem Falle wird das steife Skelett der Zellmembran 
durch den Zellinhalt verlassen. Die tierische Zellmembran läßt sich 
vom Zelleibe nicht in dieser Weise abheben. Eine notwendige 
Bedindung, damit sich dieser Prozeß abspielen kann, ist der große 
Unterschied in der Konsistenz der Membran und des Inhaltes. 
Die Membran muß steif und der Inhalt im Vergleiche dazu sehr 
dünnflüssig sein. 

Die physiko-chemischen Eigenschaften und die Struktur 
der Dotterkugelmembran ähneln außerordentlich denen der Zell- 
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membran. Die sich ergebenden Unterschiede beschränken sich 
auf die Dicke der Membran und ihre Verbindung mit dem In- 
halte der Zelle, beziehungsweise der Dotterkugel. Jedenfalls bietet 
der Dotter ein neues, leicht zugängliches Material für alle Unter- 
suchungen an halbdurchlässigen Membranen. 

Die andere Komponente der Dotterkugel, die homogene Flüssig- 
keit, besteht hauptsächlich aus Eiweifmaterial. Sie ist schon öfters 
chemisch und histochemisch untersucht worden. Die diesbezügliche 
Literatur bespricht Needham (1931). Er stellt die Geschichte 
der chemischen Analysen des Eidotters dar und faßt die Ergeb- 
nisse in tabellarer Form zusammen. Aus ihnen läßt sich leicht 
ablesen, welche Proteine, Fettarten, Kohlehydrate und anorga- 
nische Komponenten im Dotter vorhanden sind. Die quantitativen 
Verhältnisse dieser Komponenten im weißen und gelben Dotter 
sind auch berücksichtigt worden. Es werden die Unterschiede 
zwischen dem Eidotter des Hühnereies und dem der anderen 
Vögel (Gans, Ente, Perlhuhn, Truthahn und einige Nestflüchter) 
dargelegt. Von den für uns wichtigeren histochemischen Arbeiten 
wurden die Untersuchungen von Riddle, Spohn & Riddle und 
Marza erwühnt. In den letzten Jahren berichten Marza und 
seine Mitarbeiter über die Verteilung von Cholesterin, Lecithin, 
Glykogen u. a. im unbebrüteten Hühnereie. Konopacka war 
im Stande, vermittelst histochemischer Methoden die verschiedenen 
chemischen Komponenten im Dotter des in Bildung begriffenen 
Eies und in Geweben des sich entwickelnden Kückens zu loka- 
lisieren. Unlängst schilderte Thomas ausführlich die Verdauung 
der Dotterkugeln, die er histochemisch in den kultivierten Dotter- 
saekzellen untersuchte. 

Nach den vorliegenden Beobachtungen mischt sich die homo- 
gene Flüssigkeit sehr leicht mit Wasser, welches sie aus dem 
hypotonischen Medium erhält und mit manchen Salzlósungen, in 
welche sie nach Platzen der Dotterkugelmembran sich ergießt. 
Sie ist sehr dünnflüssig, weil die in ihr suspendierten feinen Fett- 
tropfen Brown’sche Bewegungen ausführen können. Ähnliche 
Bewegungen führen die Granula im Inneren der Zellvakuolen aus. 
Im Zellplasma selbst spielen sich ähnliche Vorgänge nicht ‘ab, 
man darf also schließen, daß der Inhalt der Dotterkugeln und 
der Zellvakuolen dünnflüssiger als das Zellplasma ist. 
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Die homogene Flüssigkeit speichert die basischen vitalen Farb- 
stoffe, wie Neutralrot, Brillanteresylblau, Bismarckbraun, Nilblau- 
sulfat, Methylenblau und behált sie zurück, solange die Dotter- 
kugelmembran unversehrt ist. Sie brauchen dabei nicht anver- 
daut werden, wie das von manchen Forschern behauptet wird 
(Thomas, Gräper). Ähnlich verhalten sich die Vakuolen des 
Zellplasmas, die mit denselben Farbstoffen reagieren und die sie 
beim Absterben abgeben. 

Nilblausulfat und Neutralrot flocken in dieser Flüssigkeit sich 
intensiv färbende Granula aus. Trypanrot setzt die Flüssigkeit, 
ohne zu färben, aus einer leicht flüssigen in eine festere Phase 
um, wobei es unter bestimmten Bedingungen das Auftreten von 
farblosen Granula hervorruft. Auch Janusgrün bringt sie in eine 
festere Phase, aber in viel schwächerem Grade. Dieser Prozeß 
ähnelt einer Gelierung und ist reversibel. Die versteifte Substanz 
löst sich in einem hypotonischen Medium immer auf und ver- 
schwindet spurlos für das mit dem Mikroskop bewaffnete Auge. 
Die in der histologischen Technik zur Fixierung der Eiweißstoffe 
verwendeten Reagentien füllen diese Flüssigkeit aus. Ob sie dabei 
homogen bleibt oder Granula erzeugt, hängt von der Art des 
Fixierungsmittels und von seiner Konzentration ab. 

Die homogene Flüssigkeit der Dotterkugeln àhnelt also in 
einigen Beziehungen mehr dem Inhalte der Zellvakuolen als dem 
Zellplasma selbst. 

Die dritte Komponente der Dotterkugeln bilden die Körner, 
die in der homogenen Flüssigkeit suspendiert sind. Sie bestehen 
hauptsächlich aus Fettsubstanz wie dies ihr Verhältnis zum Su- 
dan III, Trypanrot, Trypanblau, Dioxan, Jod und Äther beweist. 
An ihrer Oberfläche breitet sich ein feiner proteinhaltiger Film 
aus, dessen Anwesenheit durch seine Affinität zu basischen Vital- 
farbstoffen zu Tage tritt. Dieser Film verhindert das Zusammen- 
fließen der dicht einander anliegenden Fettropfen. Falls er durch 
Einwirkung von Joddämpfen, von konzentriertem Dioxan oder 
Sublimat und Äther zerstört wird, nimmt die Oberflächenspannung 
des Fettropfens zu und es werden günstige Bedingungen für 
deren Zusammenfluß geschaffen. 

Die Fettropfen variieren in der Größe von staubförmigen, 
den Durchmesser von 1 #- kaum überschreitenden Gebilden, bis 
zu Tropfen von 25u Durchmesser. Größere und weniger zahl- 
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reiche Fettropfen befinden sich in den weißen, die anderen in 
den gelben Dotterkugeln. Es existiert jedoch keine bestimmte 
sichere Grenze zwischen der Größe der Fettropfen in beiden 
Dotterarten. Dies führte zu der Meinung, daf die Vermehrung 
der Zahl und die Verkleinerung der Dimensionen der Fettropfen 
die Umwandlung der weißen Dotterkugeln in die gelben ermöglicht 
(Reichert, Leukart, Coste, His, Dubuisson, Schenk) 
Riddle nimmt an, daß nicht nur aus dem weißen Dotter der 
gelbe entsteht, sondern daß auch das umgekehrte normal statt- 
findet. Konopacka verfolgte den Umwandlungsprozeß des weißen 
Dotters in den gelben im Eierstockdotter verschiedenen Alters. 
Die Umwandlung einer Dotterart des frisch gelegten Eies in 
die andere wurde in den beschriebenen experimentellen Bedin- 
gungen nicht beobachtet. 

Die weißen und gelben Dotterkugeln, als ganzes betrachtet, 
wurden schon früher (Grodzinski) den Neutralrotvakuolen des 
Zellplasmas zur Seite gestellt und als Speichervakuolen bezeichnet. 
Dieser Vergleich findet eine weitere Stütze in der vorliegenden 
Arbeit. Der Dotterkugelmembran entspricht ein feiner Film auf 
der Oberfläche der Vakuolen, den Kredel gefunden hat. Er war 
nämlich im Stande, die Vakuolen vermittelst der Mikronadeln in 
der Zelle zu verschieben oder aus der lebenden Zelle heraus- 
zupräparieren. Die aus dem Verbande mit Zellplasma befreiten 
Vakuolen schwebten im Medium minutenlang in unversehrtem 
Zustande. Beim Anstechen mit der Nadel platzten sie heftig. Bei 
Abwesenheit der Membran an der Oberfläche der Vakuolen hätten 
die beschriebenen Phänomene nicht stattfinden können. 

Der Inhalt der Vakuolen und der Dotterkugeln ist so dünn- 
flüssig, daß die feinen Granula in ihm Brown’sche Bewegungen 
ausführen können. Die Affinität dieser Flüssigkeiten zu gewissen 
basischen Vitalfarbstoffen spricht für ihre große Ähnlichkeit. 
Nur gegen Janusgrün reagieren beide (Gebilde verschiedenartig. 
Die Vakuolen nehmen es niemals an, die Dotterkugeln nach län- 
gerer Einwirkung. | 

Die Fettropfen bilden den spezifischen Bestandteil der Dotter- 
kugeln. Sie dienen neben der homogenen Flüssigkeit als Reserve- 
material für den sich entwickelnden Embryo. Daher scheint der 
Name Speichervakuole für die Dotterkugeln berechtigt zu sein. 
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Die freien Dotterkugeln des Dotters sind morphologisch mit 
den in entodermalen Zellen des Dottersackes eingeschlossenen 
identisch, unter der Voraussetzung natürlich, daß sie nicht an- 
verdaut sind. Beide bestehen aus einer Membran, einer homo- 
genen proteinhaltigen Flüssigkeit und Fettropfen. Sie reagieren 
in ähnlicher Weise mit denselben vitalen Farbstoffen, mit Dioxan, 
Äther, Joddämpfen, und dem hypotonischen Medium. Die Unter- 
schiede, die sich dabei ergeben, können auf den Einfluß des Zell- 
leibes zurückgeführt werden. 

Es drängt sich nun die Frage auf, woher die Dotterkugeln 
der Zellen stammen. Es fehlen, wie Thomas richtig bemerkt, 
direkte Beobachtungen dieser Vorgänge. Einerseits wird behauptet, 
daß sie durch die Zellen vom Dotter phagozytiert werden (D u- 
buisson, Remotti), anderseits wird angenommen, daß sie in 
den Zellen aus verdautem und aufgenommenem Dotter synthetiert 
werden (Kölliker) Thomas ist der Meinung, daß sie als 
Sekrete der entodermalen Zellen aufzufassen sind. Dieser Ver- 
fasser diskutiert auch die anderen Möglichkeiten und weist sie 
als unhaltbar ab. 

Wenn wir uns, und zwar absichtlich, auf Beobachtungen 
des Dottersackes während der 30 ersten Bebrütungsstunden be- 
schränken, so müssen wir feststellen, daß in den Kulturen der 
Dottersackzellen lauter unversehrte große Dotterkugeln auftreten. 
Sie weisen keine Anzeichen der stattfindenden Verdauungspro- 
zesse auf. Gleichzeitig mul betont werden, daß die Verdauungs- 
prozesse im Dotter kaum angebahnt und die Dotterkugeln un- 
beschädigt sind. Es muß also die Annahme von der Synthese 
der Dotterkugel aus verdautem und aufgenommenem Dotter ab- 
gelehnt werden. Auch die Hypothese ihrer sekretorischen Her- 
kunft ist nicht haltbar, weil in dieser Zeit nur fertige Dotter- 
kugeln in den kultivierten Dottersackzellen auftreten; es sind 
keine Gebilde wahrnehmbar, die als Bildungsstadien der Dotter- 
kugeln zu deuten wären. Die Phagozytose der ganzen Dotter- 
kugeln ist nicht ausgeschlossen, weil die Dottersackzellen in vitro 
Tusche und Karmin aufzunehmen im Stande sind (Grodzinski, 
Thomas). Die vorliegenden Untersuchungen lassen keine Schlüsse 
auf die Herkunft der Dotterkugeln in den Dottersackzellen während 
der drauffolgenden Bebrütungstage zu ziehen. 
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Die Morphologie und Bedeutung des Übergangsdotters läßt 
sich auf Grund der vorliegenden Beobachtungen nur ganz all- 
gemein besprechen. Derselbe kommt in jedem Dotter vor. Die Zahl, 
in der die Dotterkugeln auftreten, und die Ausmaße, die sie er- 
reichen, stehen weit hinter denen des weißen und gelben Dotters 
zurück. Jedenfalls besitzen sie keine Membran und ihr Körper 
besteht aus einem Stück einer mit Nischen versehenen, zähe- 
flüssigen Substanz. Auf ihren fettigen Charakter weist die starke 
Färbbarkeit mit Trypanblau und Trypanrot, die schwache mit 
Sudan III und vielleicht auch die mit Janusgrün, hin. Über den 
Ursprung dieser Dotterart und ihr Verhältnis zu den anderen 
Dotterarten werden hoffentlich die Untersuchungen am Eier- 
stockdotter eine Aufklärung bringen. 


Institut der vergleichenden Anatomie an der Jagellonischen Universität 
in Kraköw. 
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Erklärung der Tafel 6—8. 


Alle Aufnahmen wurden mit der Zeiss’schen Aufsatzkamera »Miflex« 
hergestellt, Die Abbildungen, die ähnliche Beobachtungen veranschaulichen, 
sind unter einer Nummer gruppiert und wenn nótig mit lateinischen Buch- 
staben belegt. Die Figuren 9, 15, 20, 21, 22 umfassen drauffolgende Reihen- 
aufnahmen der sich abspielenden Vorgänge, 

Die auf den Tafeln eingezeichneten schwarzen Linien entsprechen den 
Ausmafen von 50, der photographierten Objekte, 

Die durch Klammern eingeschlossenen Zahlen in den ss enema, ade be- 
ziehen sich auf das Protokoll der Aufnahmen. 

1. Dotteremulsion mit Tyrode’schen Tenet] im Verhältnis von 1:100 
verdünnt. Lauter gelbe Dotterkugeln. (Nr. 101). 

2. Übergangsdotter von verse helene Größe und von verschiedener 
Dichtigkeit der Nischen. (Nr. 151, 173, 179). 

3. Der gelbe Dotter. a und b — feinkörnige, c — grobkörnige Dotter- 
kugel. (Nr. 2, 22, 109). 

4. Der weiße Dotter. Die Kugeln enthalten eine verschiedene Anzahl 
von rn Fettkörnern. (Nr. 16, 44, 110, 111). 
| . Gelbe Dotterkugeln im Dunkelfelde des Zeiss’schen en are 
che (Nr. 108). 

6. Sublimatfixierung. « — gelbe Dotterkugel mit die መቹ Fett- 
tropfen, b — weiße D. ከ. mit Koagulationsgranula. (Nr. 199, 200). 

1. Lecithoptyse einer gelben Dotterkugel, die mit Nilblausulfat tingiert 
und. nachher der Wirkung einer hypotonischen Lósung unterworfen war. 
(Nr. 45). : 
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8. Das Heruntergleiten der Dotterkugelmembran in hypotonischer Lö- 
sung. a — weißer Dotter, größere Kugel — Dotterkugelmembran, kleinere — 
ihr Fettkorn, 6 und c — gelber Dotter, die Membran hebt sich von den Fett- 
.kórnern ab. Vorbehandlung mit Janusgrün. (Nr. 35, 37, 118). 

9. Einfluß der hypotonischen Lösung auf die gelben Dotterkugeln in 
kultivierten entodermalen Zellen des Dottersackes. a — drei unversehrte 
Dotterkugeln (Pfeil eingezeichnet) sichtbar. b — eine von ihnen zusammen- 
geschrumpft, zwei andere geplatzt. (Nr. 77, 79). 

10. Die Einwirkung von Trypanrot auf die in hypotonischer Lösung 
platzenden Dotterkugeln. Die eingezeichneten Pfeile gegen die Dotterkugel- 
membranen gerichtet. æ — gelbe Dotterkugel, 6 — weiße Dotterkugel mit 
zahlreichen Fettkörnern; ce, — ähnliche nur mit einem Korne, d — weiße 
und e — gelbe Dotterkugel, die einer nicht so tiefen Herabsetzung des 
osmotischen Druckes unterlagen. (Nr. 202, 203, 207, 208, 209). 

11. Weiße. Dotterkugeln mit. Neutralrot tingiert. Das große Fettkorn 
dunkelrot. a — in der homogenen; Flüssigkeit mehrere rótliche Granula aus- 
geflockt, b — die ganze homogene; Flüssigkeit fein aufgeflockt. (Nr. 176, 177). 

12. Brillanteresylblaufärbung. Weiße Dotterkugel mit zwei dunklen Fett- 
körnern, in der Mitte feinkörnige, rechts dunklere grobkörnige gelbe Dotter- 
kugel. (Nr. 33). 

13. Jodeinwirkung. An der Oberfläche der Dotterkugel treten Fett- 
tropfen auf. a — weiße vielkórnige Dotterkugel, 6 und c — gelbe. (Nr. 48, 
152, 155). 

14. Jodeinwirkung auf die weiße einkórnige Dotterkugel. « — homo- 
gene Flüssigkeit ausgeflockt, b — die Membran dehnt sich aus, € — nach 
Verschwinden der Membran weicht das Kongulat teilweise auseinander. 
(Nr: 149, 150, 153). 

15) Jodeinwirkung auf die Dotterkugeln in bitch. a — drei 
unversehrte Dotterkugeln (Pfeil eingezeichnet), b und ር — die Fettropfen 
der Dotterkugel vergrößern sich allmählich, d — nach 30 Minuten fließen 
sie in jeder Dotterkugel zu einem großen T zusammen. (Nr. 122, 123, 
194, 126). 

16. Dioxanwirkung. Die Fettropfen werden aus den gelben Dotter- 
kugeln auf die Oberflüche ausgeschiedenen und der proteinhaltige Inhalt 
koaguliert. (Nr. 49, 50, 61). 

17. Dasselbe. Die Dotterkugeln wurden vorher in molarer NaCl Lösung- 
entwüssert. (Nr. 100, 101). 

18. a — gelbe Dotterkugel mit Perényj'scher Flüssigkeit fixiert, nach- 
her mit Stammlósung von Dioxan behandelt. In E Fällen kein. Aus- 
treten der Fettropfen. (Nr. 59, 60). 

19. Kultur des Dottersackes. Fixierung in Perényj scher Flüssigkeit, 
Nachbehandlung mit Dioxan und Sudan III. Fett fließt in den gelben Dotter- 
kugeln zu einem Tropfen zusammen, der ihre Mitte einnimmt. Die Umrisse 
der Dotterkugel werden durch Sudan III schwach angedeutet (Pfeil ein- 
gezeichnet). (Nr. 88). 

20. Einwirkung von Dioxan mit Sudan III ‘auf die Dotterkugeln in 
lebendigen Gewebekulturen. a — frische Kultur mit weißer (Pfeil einge- 
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zeichnet) und mehreren gelben Dotterkugeln. b — Fettkörner der gelben 
Kugel zusammengeflossen, der weißen nur angefärbt, c — Überschuß von 
Dioxan wäscht das Fett aus, nur das der weißen Dotterkugel bleibt un- 
versehrt. b und c — mit Hämatoxylin nachgefärbt. (Nr. 71, 72, 74). 

21. Äthereinwirkung auf die gelben Dotterkugeln. a — Dotterkugel- 


membran fängt an zu platzen, der Pfeil weist auf die Stelle hin. b — sie 
ist schon gänzlich gesprungen, c — Fettkórner weichen auseinander. (Nr. 113, 
117, 118). 


22. Äthereinwirkung auf die gelben Dotterkugeln (Pfeil eingezeichnet) 
in den Gewebekulturen. a — unversehrte Dotterkugel, b — Dotterkugel- 
membran gelöst, c — Fettkörner zu einigen großen Tropfen zusammen- 
geflossen. (Nr. 127, 129, 130). 
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Wyniki usunigcia grasicy u plazöw bezogonowych. — 
The Results of the Thymus Gland Extirpation in Salientia. 


Mémoire 
de M. ደ SZARSKI, 


présenté le 5 Décembre 1938 par M. H. Hoyer m. t. 


Introduetion 


The function of the thymus in the body of Salientia, is still 
unknown. Observations are usually contradictory or negative. 
Abelous and Billard deprived the frogs of the thymuses 
already in the year 1896. None of the frogs operated by them 
lived longer than 14 days, Abelous and Billard attributed 
this fact to the deficiency of the secretion of the thymus in the 
organism. Many authors (Ver Eecke 1899, Vincent 1908, 
Pari 1905, Hammar 1905, Agafonow 1921) repeated their 
experiments in subsequent years, but received results quite the 
opposite to those of Abelous and Billard. According to them 
the frogs suffered no injury from the extirpation of the thy- 
muses. Pari supposed that the deaths of frogs in the experi- 
ments of Abelous and Billard were caused by postoperative 
infections, and he expressed the opinion that the frogs, deprived 
of the thymuses, are less resistant to infection than normal ani- 
mals. According to those authors the thymus is of no great im- 
portance to full-grown amphibians. 

Others investigators, like Salkind (1914—16), affirmed that 
the extirpation of the thymuses in the toad causes a slow ema- 
ciation of the organism and leads inevitably to death. Schnitzer 
(1930) noticed the disappearance of the lime deposits in the 
vertebral endolymphatic sacs in Rana temporaria, after the ex- 
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tirpation of the thymus and supposed it to be the result of the 
operation. 

All above mentioned authors observed the operated animals 
only for a short period of time, for instance Sehnitzer 65 
days Hammar 60 days Vincent 36 days, etc. So they 
could not make any observations on the reproduction of ope- 
rated animals. This question is, however, worthy of attention, 
as several investigators supposed that thymus influences the 
production of egg capsules in lower vertebrates (Riddle 
1924, Popoff 1927, Noble 1931). Riddle published experi- 
ments according to which the extirpation of the thymus in birds 
causes the laying of eggs without shells, his results were howe- 
ver contradicted later on (Ackert and Morris 1929—30, 
Morgan and Grierson 1929—30), and even Riddle himself 
in a work published in collaboration with K FíZenecky (1931) 
did not confirm his first statements. 


Material and methods 

The thymuses lie, as is well known, in frogs and toads sy- 
metrically in the region of the mandibular joint, immediately 
under M. depressor mandibulae, so that their extirpation according 
to the methods of Hammar in R. temporaria and Bufo bufo 
does not meet with greater difficulties. Only in Rana esculenta 
the operation is more delicate, as the connective tissue in this 
species is less elastic. The control animals were operated in the 
same manner as those deprived of the gland, the muscles being 
displaced, but the skin was sewn without touching the thymus. 

Altogether 149 specimens were operated including 66 females 
and 83 males. After the observations all animals were killed, 
their blood vessels injeeted with Prussian blue, and then fixed 
in toto im formalin. The animals were subsequently dissected 
under a binocular microscope, to ascertain the absence of the 
thymuses. The section was very easy, the blood vessels on the 
gland being in sharp contrast to the surroundings. As is well 
known, the thymus gland regenerates from small fragments, 
a fact first noticed in mammals by Friedleben (1858) and in 
birds by Tarulli and Lo Monaco (1894). I noticed it also in 
several frogs (R. esculenta) the thymus of which had been ex- 
tirpated incompletely, and as a result the normal gland was found. 
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In the first and second series of experiments, the animals were 
kept together in large glass aquariums filled with tap-water. No 
food was supplied. 

After the operation the animals belonging to the third series 
‚were put into a large terrarium, standing in the open air. When 
the first winter frosts came, 31. X 1936 the terrarium containing 
the toads was buried in the ground at a depth of 1 m. The ter- 
rarium ‚was taken out of the ground in the spring of the year 
1931 (on the 1* March) Except during the winter months the 
animals were fed weekly with earthworms and insects. 

In the fourth series of experiments the operated animals were 
let loose in a concrete lined pond, 2 m. long and 1 m. wide, 
situated in the garden of the Institute. Durimg the winter the 
water in the pond froze, and notwithstanding the holes made in 
the ice, some of the frogs died of suffocation. Therefore on the 
15. XII 1956, all the frogs were taken out of the pond and put 
into a large aquarium placed in a cellar and filled every day 
with ice so that the temperature never exceeded 4° C. In the 
spring, when the ice melted, the frogs were again put into the 
pond the 22"* December 1937. They received no other food, 
but what they themselves caught in the garden. 

The animals belonging to the fifth experimental series were 
x-rayed the day following the operation!) Then on the basis of 
the roentgenograms they were divided into 2 groups according 
to the quantity of lime deposits in the vertebral sacs. Those 
animals having larger lime deposits were placed in tap- water, 
and the rest in 0'3°/, solution of CaCl, containing some pieces 
of CaCO, and CaSO, This method was adopted because accor- 
ding to the researches of Krauze (1935) the quantity of lime 
salts in the vertebral sacs enlarges in frogs living in the solution 
of CaCl,. The aquariums were standing in a dark room, the wa- 
ter and the solution of CaCl, were changed weekly. No food 
was supplied. Eight weeks after the extirpation of the thymuses 
a second series of x-ray photographs was executed. 

Animals of the sixth series of experiments were put together 
in a large aquarium, filled with tap-water, standing in room 
temperature. No food was supplied. 


1) I express my gratitude to Dr. J. Drozdowski for his kind assistance 
in the preparation of roentgenograms. 
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The behaviour of operated animals 


The animals deprived of the thymuses, likewise the control 
ones did not show any changes in their movements or appetite. 
100%, of mortality in the first two series of experiments 
(table I) must be understood as a summation of effects of ether 
narcosis and of the spawning season, which as is known (Schnitzer 
1930) induces a pronounced weakness in frogs during the sum- 


Fig. 1 and 2. Roentgenograms of frog No. 20 (Ser. V). 
Fig. 1 obtained 24. X 1937, the day following the extirpation of the thymuses. 
Fig. 2 obtained 20. XII 1937, eight weeks later. 


mer. Only in the last experiments it was remarked that the post- 
operative mortality diminishes to zero, even in the spawning 
season by the use of chloretone as narcotic. I did not notice: 
that other conditions of experiments had any influence on the 
result, naturally except hunger, which produced emaciation after 
some months. I cannot agree with Salkind in his statement 
that the extirpation of the thymus inevitably causes death, as 
animals belonging to the third and fourth series of experiments, 
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killed on the 250" and 841” day after the operation showed no 
signs of any disease. In series 3, 4 and 5 we see a slightly 
greater mortality in animals deprived of the thymuses than in 
controls. The difference, however, is too small (about 12°/) to 
justify further arguments. The thymus is therefore not essential 
to full-grown animals for their normal life. 


Fig. 3. Roentgenogram of the frog No. 21 (Ser. V) eight weeks after the 
| extirpation of the thymuses. 
Fig. 4. Photograph of dissected frog No. 5 obtained 98 days after the 
extirpation of the thymuses. 
vs — endolymphatic vertebral sacs. 


The males 2. bufo belonging to the third series showed a vio- 
lent sexual desire in the spring of the year 1937 after being 
taken out of the ground. When placed in small aquariums and 
paired with freshly captured females, a male, deprived of the 
thymuses the 2. IX 1936 impregnated the 11. IV 1937 a large 
spawn, which afterwards developed quite normally. Female toads, 
control and deprived of the thymuses, belonging to the third 
series did not spawn, in spite of injections of pituitary extract 
prepared after Rugh (1934)t). The section showed a weak de- 


1) I am very grateful to Mr J. Szpunar for indicating me Rugh’s 
technique. 
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velopment of ovaries probably induced by the scarcity of food 
in captivity. 

Female frogs belonging to the fourth series, laid spontane- 
ously or after the injection of pituitary extract, normal spawns 
during the spawning season. One of the spawns, laid spontane- 
ously was taken under observation and developed into completely 


Fig. 5 and 6. Roentgenograms of the frog No. 2 bis (Ser. V). 
Fig. 5 obtained 15. X 1937, the day following the extirpation of the thymuses. 
Fig. 6 obtained 16. XII 1937 after eight weeks stay of the frog 
in 0°3°/, solution of CaCl,. 
vs — endolymphatic vertebral sacs. 


normal tadpoles. The frog which had laid this spawn was de- 
prived of the thymuses the 25" August 1936, and spawned 21. 
V 1937. The section confirmed the complete absence of thymuses. 
Consequently the production of egg er does not depend 
on the presence of the thymus gland. 

All the animals belonging to the fourth series possessed nor- 
mal endolymphatic vertebral sacs when the experiments were 
concluded. Therefore a fifth series of experiments was planned, 
to verify the results of Schnitzer, who stated that the thymus 
extirpation induces in frogs a disappearance of the lime deposits 
in vertebral sacs. In this series the state of the endolymphatic 
sacs was tested with x-ray photographs. The results were con- 
tradietory to Schnitzer’s statements, as no diminution of lime 


rcin.org.pl 


364 H. Szarski: 


deposits was noticed, regardless of the remaining of frogs in 
tap-water or in CaCl, solution. Therefore we can suppose that 
in Schnitzer’s experiment the diminution of lime deposits was 
caused by other factors, which may influence the quantity of 
salts contained in vertebral sacs. 

Krauze (1935) stated that in frogs remaining in solution of 
CaCl, an increase of lime deposits was apparent, while he noti- 
ced a decrease in animals with broken bones. During my expe- 
riments no distinct increase in the content of vertebral sacs was 
apparent either in those deprived of the thymus or in control 
animals. Possibly the reason was the too low concentration of 
the solution (03°/, while Krauze worked with a solution, of 
0-9°/,—0°7°/, CaCl,). 


Summary 


Adult frogs and toads, deprived of thymuses can live over 
ten months without showing any changes in their behaviour, 
movements and appetite. Thymus is not indispensable for their 
normal life. 

The mortality after the operation depends upon the.kind of 
narcosis. After chloretone is zero, and after ether 50°/, in con- 
trol animals and 62°/, in those deprived of thymuses. 

Males and females deprived of thymuses produce normal sex- 
ual products. Spermatozoa are capable of fertilization, and the 
ova develop into normal tadpoles. 

Lime deposits in the vertebral endolymphatics sacs do not 
decrease in animals deprived of the thymuses. Neither do they 
increase in animals kept in 0:3"/, solution of CaCl,. 

I owe my cordial thanks to Prof. Dr. Z. Grodzinski whose kind guid- 


ance and criticism assisted me in the carrying out of above researches. 
Institute of Comparative Anatomy of Jagellonian University. Krakow. 
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